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Resumen 
Los hongos entomopatógenos son agentes de control biológico en todo el 
mundo y han sido objeto de intensa investigación desde hace más de 100 años. La 
mayoría de las investigaciones con respecto al uso de estos hongos se han centrado 
en el desarrollo de métodos inundativos, mediante la aplicación masiva con el 
propósito de que produzcan un efecto inmediato en las poblaciones plaga. El 
descubrimiento de su naturaleza endofítica se considera como un nuevo enfoque para 
su uso en la agricultura. El término “endófito” fue acuñado por De Bary (1884) y se 
utiliza para definir a hongos o bacterias que se encuentran en el interior de tejidos de 
plantas de manera asintomática. Los hongos endófitos son ubicuos y pertenecen en su 
mayoría al Phylum Ascomycota. Se ha registrado que el hongo entomopatógeno 
Beauveria bassiana (Bals-Criv.) Vuill. (Hypocreales: Cordicypitaceae) ha sido aislado 
como endófito natural de Coffea arabica L. (Gentianales: Rubiaceae), Dactylis 
glomerata L. (Poales: Poaceae), Datura stramonium L. (Solanales: Solanaceae), 
Eucalyptus globulus Labill (Myrtales: Mirtaceae), Pinus radiata Don. (Pinales: 
Pinaceae), Papaver somniferum L. (Ranunculales: Papaveraceae), Quercus ilex L. 
(Fagales: Fagaceae); en tanto, Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokin 
(Hypocreales: Clavicipitaceae) se aisló de Cynodon dactylon (L.) Pers. (Poales: 
Poaceae); Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare & Gams (Hypocreales: Cordicypitaceae) 
de Gossypium hirsutum L. (Malvales: Malvaceae), Carpinus caroliniana Walter 
(Fagales: Betulaceae), D. glomerata y Tolypocladium cylindrosporum Gams 
(Hypocreales: Ophiocordycipitaceae) de Festuca rubra L. (Poales: Poaceae) y Holcus 
lanatus L. (Poales: Poaceae).  Además, estos hongos han sido introducidos en estas y 
otras especies de plantas mediante diversas técnicas (aspersión en hoja, inmersión de 
raíz, inmersión de semilla, inyección de tallo e inoculación de suelo). Uno de los 
posibles usos de los hongos entomopatógenos en la agroindustria, radica en la 
capacidad de producir metabolitos que pueden promover el crecimiento de las plantas, 
aumentar su rendimiento y establecerse como endófitos en cultivos de importancia 
económica tales como Brassica napus L. (Brassicales: Brassicaceae), Zea mays L. 
(Poales: Poaceae), Musa paradisiaca L. (Zingiberales: Musaceae), C. arabica, P. 
somniferum, Vicia faba L. (Fabales: Fabaceae), Sorghum bicolor L. (Poales: Poaceae), 
Solanum lycopersicum L. (Solanales: Solanaceae) y G. hirsitum y conferir a las 
mismas resistencia frente a las plagas.  
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Los objetivos de este trabajo de tesis fueron determinar la diversidad de 
especies de hongos endófitos presentes en raíces, tallos y hojas de siete variedades 
de maíz (Z. mays) y siete variedades de soja (Glycine max (L.) Merril. (Fabales: 
Fabaceae) provenientes de diferentes zonas ubicadas dentro de la Región Pampeana 
Argentina. Determinar si los hongos entomopatógenos B. bassiana, M. anisopliae, 
Metarhizium robertsii Bisch., Rehner & Humber (Hypocreales: Clavicipitacea) L. lecanii 
y T. Cylindrosporum pueden establecerse como endófitos en plantas de maíz y soja 
mediante aspersión en hoja, inmersión de raíz e inmersión de semilla, determinando 
así la técnica más eficiente y el aislamiento fúngico con mayor potencialidad para 
colonizar la planta y comportarse como endófito. Detectar si el aislamiento 
seleccionado produce algún efecto en el crecimiento y en el rendimiento de las plantas 
y finalmente, evaluar aspectos biológicos, reproductivos, parámetros poblacionales y 
la preferencia alimentaria de los insectos plaga Spodoptera frugiperda Smith 
(Lepidoptera: Noctuidae) y Helicoverpa gelotopoeon Dyar (Lepidoptera: Noctuidae) 
alimentados con plantas de maíz y soja colonizadas endofiticamente por B. bassiana.  
 
A partir de las diferentes variedades de maíz y soja se obtuvieron 1601 y 3992 
aislamientos fúngicos respectivamente, los cuales fueron agrupados dentro de los 
Phyla Ascomycota y Zygomycota.  
En maíz, se obtuvieron 1172 aislamientos a partir de tallos, 208 a partir de las 
raíces y 221 a partir de las hojas. El número de especies fúngicas aisladas a partir del 
total de las variedades involucradas en este estudio varió entre 10 y 16 en tallos, 6 y 
12 en hojas y 9 y 13 en raíces. Las más relevantes por su abundancia fueron 
Arthrinium sp., Fusarium graminearum Schwabe (Hypocreales: Nectriaceae), 
Fusarium proliferatum (Matsush.) Nirenberg (Hypocreales: Nectriaceae) y Penicillium 
rubrum Stoll (Eurotiales: Trichocomaceae) mientras que Fusarium sp. 11 y 
Trichoderma harzianum Rifai (Hypocreales: Hypocreaceae) sólo fueron aisladas de la 
variedad NK900 y Fusarium sp. 7 de la variedad DK699.  
En soja, se obtuvieron 2787 aislamientos a partir de tallos, 651 a partir de las 
raíces y 550 a partir de las hojas. El número de especies fúngicas aisladas a partir del 
total de las variedades involucradas en este estudio varió entre 12 y 18 en tallos, 11 y 
15 en hojas y 10 y 15 en raíces. Las más relevantes por su abundancia fueron 
Aspergillus terreus Thom (Eurotiales: Trichocomaceae), Fusarium sp. 15, Fusarium sp. 
17, Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid (Botryosphaeriales: Botryosphaeriaceae) y 
P. rubrum, mientras que Alternaria sp. sólo pudo ser aislada de la variedad DM4913, 
Bipolaris tetramera (McKinney) Shoemaker (Pleosporales: Pleosporaceae) de la 
Tesis Doctoral Russo, María Leticia 
 
- 12 - 
variedad DM4670, Nigrospora sp. de la variedad DM4210 y Scopulariopsis brevicaulis 
(Sacc.) Bainier (Microascales: Microascaceae) de la variedad DM3810. 
Tanto en maíz como en soja la composición de las especies fúngicas y el 
número de aislamientos varió principalmente en función del órgano de la planta 
estudiado, detectándose diferencias en cuanto a la afinidad de algunas especies hacia 
la colonización de determinadas variedades vegetales.  
 
Analizando las técnicas de inoculación de hongos entomopatógenos, mediante 
aspersión en hoja, inmersión de semilla e inmersión de raíz, se logró establecer a las 
especies B. bassiana, M. anisopliae y M. robertsii en plantas de maíz y soja. La técnica 
de aspersión resultó la más eficiente en introducir a las especies de hongos 
entomopatógenos como endófitos, produciendo así una relación endofítica entre los 
hongos y las plantas, que se verificó a través del reaislamiento fúngico hasta 28 días 
posinoculación. Las cepas probadas de L. lecanii y T. cylindrosporum no se 
establecieron cómo endófitos en ninguna de las plantas dado que no lograron 
reaislarse en ninguno de los períodos de tiempo estudiados.  
 
En relación a los efectos de los hongos entomopatógenos en los cultivos 
estudiados y a sus principales insectos plaga, la cepa LPSc 1098 de B. bassiana  
favoreció el crecimiento y el rendimiento de las plantas; mostró efectos negativos en 
la supervivencia, fecundidad, fertilidad y en todo el desarrollo de los insectos plaga S. 
frugiperda y H. gelotopoeon y disminuyó considerablemente la preferencia alimentaria 
de estos insectos frente a las plantas de maíz y soja inoculadas con B. bassiana. 
Estos resultados sugieren que la utilización de los hongos entomopatógenos 
como endófitos puede constituir una herramienta a tener en cuenta dentro del Manejo 
Integrado de Plagas.  
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Abstract 
Entomopathogenic fungi are biological control agents present all over the world 
and have been subject of research for over 100 years. Most research regarding the 
use of these fungi have focused on the development of inundative methods trough 
massive application intending to produce an immediate effect over plague 
populations; the discovery of their endophytic nature is considered a new insight on 
their use in agriculture. The term “endophyte” was defined by De Bary (1884) and is 
used to define microorganisms (fungi or bacteria) that inhabit the interior of plant 
tissues in an asymptomatic way. Endophytic fungi are ubiquitous and belong mainly to 
the Phylum Ascomycota. The entomopathogenic fungi Beauveria bassiana (Bals-Criv.) 
Vuill. (Hypocreales: Cordicypitaceae) has been recorded as a natural endophyte in 
plants like Coffea arabica L. (Gentianales: Rubiaceae), Dactylis glomerata L. (Poales: 
Poaceae), Datura stramonium L. (Solanales: Solanaceae), Eucalyptus globulus Labill 
(Myrtales: Mirtaceae), Pinus radiata Don. (Pinales: Pinaceae), Papaver somniferum L. 
(Ranunculales: Papaveraceae), Quercus ilex L. (Fagales: Fagaceae); Metarhizium 
anisopliae (Metschn) Sorokin (Hypocreales: Clavicipitaceae) has been isolated from 
Cynodon dactylon (L.) Pers. (Poales: Poaceae); Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare & 
Gams (Hypocreales: Cordicypitaceae) from Gossypium hirsutum L. (Malvales: 
Malvaceae), Carpinus caroliniana Walter (Fagales: Betulaceae), D. glomerata and 
Tolypocladium cylindrosporum Gams (Hypocreales: Ophiocordycipitaceae) from 
Festuca rubra L. (Poales: Poaceae) and Holcus lanatus L. (Poales: Poaceae). Also, 
these fungi had been inoculated in these and other plant species using diverse 
techniques (leaf spray, root or seed inmersion, stem injection and, soil drench). A possible 
use of entomopathogenic fungi in agroindustry is the utilization of their capacity to 
produce metabolites that may promote plant growth, rise yield and establish as 
endophytes conferring pest resistance in economic importance plants such as Brassica 
napus L. (Brassicales: Brassicaceae), Zea mays L. (Poales: Poaceae), Musa 
paradisiaca L. (Zingiberales: Musaceae), C. arabica, P. somniferum, Vicia faba L. 
(Fabales: Fabaceae), Sorghum bicolor L. (Poales: Poaceae), Solanum lycopersicum L.  
(Solanales: Solanaceae) and G. hirsitum 
. 
The objectives of this thesis were to estimate endophytic fungi species diversity 
present in roots, stems and leaves of seven corn (Z. mays) varieties and seven 
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soybean (Glycine max (L.) Merril (Fabales: Fabaceae)) varieties from different areas 
belonging to the Pampean Región, Argentina. To determine if the entomopathogenic 
fungi B. bassiana, M. anisopliae, Metarhizium robertsii Bisch., Rehner & Humber 
(Hypocreales: Clavicipitacea), L. lecanii and T. cylindrosporum can establish as 
endophytes in corn and soybean through leaf spray, root inmersion and, seed 
inmersion; to determined which technique is the most efficient and which fungi isolate 
has higher potential to colonize plants and act as endophyte; to detect if the selected 
fungal isolate affects the growth and yield of plants and finally to evaluate different 
biological and reproductive aspects, population parameters and, food preference of 
soybean and corn insect pests Helicoverpa gelotopoeon Dyar (Lepidoptera: Noctuidae) 
and Spodoptera frugiperda Smith (Lepidoptera: Noctuidae) when fed with plants 
inoculated and endophytically colonizated with B. bassiana. 
In corn, 1172 isolations from stems, 208 from roots and, 221 from leaves were 
obteined. The number of fungic species isolated in stems for all varieties ranged from 
10 and 16, in leaves between 6 and 12 and in roots between 9 and 13; the most 
relevant due to their abundance were Arthrinium sp., Fusarium graminearum Schwabe 
(Hypocreales: Nectriaceae), Fusarium proliferatum, While (Matsush.) Nirenberg 
(Hypocreales: Nectriaceae) Penicillium rubrum Stoll (Eurotiales: Trichocomaceae), and 
Fusarium sp. 11 and Trichoderma harzianun Rifai (Hypocreales: Hypocreaceae) had 
only been isolated from variety NK900 and Fusarium sp. 7 from variety DK699.  
In soybean, 2787 isolations from stems, 651 from roots and 554 from leaves 
were obteined. The number of fungic species isolated in stems for all varieties ranged 
from 12 and 18, in leaves between 11 y 15 and in roots between 10 and 15; the most 
relevant due to their abundance were Aspergillus terreus Thom (Eurotiales: 
Trichocomaceae), Fusarium sp. 15, Fusarium sp. 17, Macrophomina phaseolina (Tassi) 
Goid (Botryosphaeriales: Botryosphaeriaceae) and P. rubrum, Alternaria sp. had only 
been isolated from variety DM4913, Bipolaris tetramera (McKinney) Shoemaker 
(Pleosporales: Pleosporaceae) from variety DM4670, Nigrospora sp. from DM4210 and 
Scopulariopsis brevicaulis (Sacc.) Bainier (Microascales: Microascaceae) from variety 
DM3810. 
Both in corn and soybean, the number of fungic species and the number of 
isolations varied toward the plant organ studied, also differences were detected as 
regard species affinity to  colonize certain varieties.  
 
As regard entomopathogenic fungi inoculation techniques through leaf spray, 
root inmersion and seed inmersion, B. bassiana, M. anisopliae and, M. robertsii were 
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established as endophytes in soybean and corn plants. Leaf spray technique was the 
most effective when introducing the entomopathogenic fungi species as endophytes, 
producing an endophytic relationship between fungi and plants. This was verified 
through fungic reisolation until 28 days postinoculation. The strains of L. lecanii and 
the strain T. cylindrosporum were not able to established as endophytes in studied 
plants as they were not reisolated in any of the periods of time studied.   
 
Regarding entomopathgenic fungi effects over the studied crops and their main 
insect pests, B. bassiana strain LPSc 1098 favoured growth and yield in plants; 
showed negative effects on survival, fecundity, fertility and developement of S. 
frugierda and H. gelotopoeon and considerably decreased the alimentary preference of 
these insects towards inoculated corn and soybean plants.  
These results suggest that entomopathogenic fungi as endophytes can be taken 
into account as important tools to consider in Integrated Pest Management systems. 
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Introducción general 
El Reino Fungi está conformado por organismos eucariotas filogenéticamente 
diversos, portadores de esporas, que no poseen plástidos por lo que son aclorófilos, 
heterótrofos y se nutren por absorción, se reproducen sexual y asexualmente por 
esporas; sus estructuras somáticas pueden ser celulares o ramificadas, filamentosas y 
están rodeadas por paredes celulares quitinosas (Inglis et al. 2001).  
En los hongos se reconocen tres modelos nutricionales de acuerdo a la manera 
que utilizan para explotar los diversos sustratos (Thrower, 1966). Se denominan 
saprótrofos cuando se nutren degradando sustratos muertos, necrótrofos cuando los 
tejidos vivos primero son muertos y luego utilizados saprotróficamente y biótrofos 
cuando sólo obtienen su alimento a partir de células vivas. En la naturaleza, los 
hongos pueden depender de un solo modo nutricional (carácter obligado) o combinar 
más de un modo de nutrición en su ciclo de vida.  
En su décima edición, en el el Diccionario de los Hongos, Kirk et al. (2008) 
agrupan a los hongos en seis Phyla: Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota, 
Glomeromycota, Microsporidia y Zygomycota. 
Desde el punto de vista del control de plagas agrícolas, el de mayor importancia 
corresponde al Phylum Ascomycota, ya que agrupa a la mayoría de los hongos 
patógenos de insectos (Humber 2012 a, b). 
Los hongos entomopatógenos son considerados importantes agentes de control 
biológico en todo el mundo y han sido objeto de intensa investigación desde hace más 
de 100 años (Vega et al. 2012). Durante los últimos 45 años, los patólogos de 
insectos han expresado un fuerte optimismo en relación al potencial que presentan los 
hongos entomopatógenos como controladores de insectos plaga, pero la realidad sin 
embargo, indica que a pesar de que hubo avances claros y significativos en este 
campo, todavía no se pueden sortear ciertos obstáculos básicos como las limitaciones 
de humedad, los rayos ultravioleta y la formulación, que impiden a los hongos 
patógenos de insectos ser ampliamente adoptados y comercializados (Vega, 2008). 
 
Los cultivos de soja (Glycine max (L.) Merril.) (Fabales: Fabaceae) y maíz (Zea 
mays L.) (Poales: Poaceae) son los cultivos extensivos más importantes tanto en el 
mundo, como en Argentina, fundamentalmente si se hace referencia al incremento de 
superficie sembrada, producción, rentabilidad e ingresos de divisas extranjeras a la 
economía nacional (Vilella et al. 2010), por otro lado la soja y el maíz constituyen los 
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cultivos predominantes de verano en la Región Pampeana, principal zona agrícola de 
la Argentina (Fernandez et al. 2009).  
 
La soja es originaria de China y pertenece a la familia Fabaceae. Su cultivo es 
el que mayor crecimiento ha tenido en los últimos años en Argentina, ganando terreno 
frente a cultivos más tradicionales, como el trigo y el girasol. La práctica de este 
cultivo pasó de 11 millones de hectáreas en 2001/2002 a 20 millones en la campaña 
2014/2015 (SAGPyA, 2015), convirtiéndolo en el de mayor superficie sembrada del 
país (Figura. 1A). En los últimos 18 años la superficie sembrada de soja aumentó 3,6 
veces y la producción creció 4,8 veces. Al mismo tiempo la productividad aumentó 
aproximadamente un 20% (Escande, 2012). 
La Argentina es el tercer país productor de soja en el mundo, luego de EE.UU y 
Brasil, siendo el tercer exportador mundial de poroto de soja y el primer exportador 
de aceite y harinas de soja. La Unión Europea es la principal importadora de granos 
de soja y una de las más importantes importadora de harinas y otros subproductos 
junto con otros países asiáticos y africanos. Es por ésto que el complejo exportador de 
soja es el más relevante para la economía del país, lo que se traduce en un ingreso de 
3.500 millones de dólares anuales (Giorda, 1997). La superficie dedicada a este 
cultivo en la Argentina continúa creciendo y con la aparición de los materiales 
transgénicos, parecería no existir un techo a su producción, es por ello que la soja ha 
pasado a ser sin dudas el principal cultivo en nuestro país (Barrios et al. 2014; Ybran 
y Lacelli, 2015). 
Desde finales de los años 90´ la adopción de la siembra directa en Argentina, 
como sistema productivo, ha ido en constante aumento. Esto se vio acompañado por 
el empleo de un paquete tecnológico que incluye, entre otros, el uso de herbicidas 
como el glifosato y de semillas de soja genéticamente modificadas, tolerantes a los 
herbicidas (Barrios, 2011). Por otro lado es importante mencionar que la casi totalidad 
de la superficie de soja sembrada en nuestro país corresponden a cultivares 
modificados genéticamente y que gran parte se realiza bajo monocultivo y siembra 
directa (Carmona, 2014). 
Según proyecciones del MAGyP (2012), se estimaba que el sector agrícola 
evolucionaría con un crecimiento de la superficie sembrada de cereales, leguminosas y 
cultivos industriales, equivalente a un 9% entre el año 2010 y el año 2016 (2,8 
millones de ha). Con estas proyecciones se alcanzarían cerca de 116 millones de 
toneladas en el año 2017.  
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El maíz pertenece a la familia Poaceae, es originario del continente americano, 
específicamente de México, Centroamérica y Sudamérica. Es uno de los cereales de 
mayor importancia, ocupando el tercer lugar en consumo después del arroz y el trigo. 
En América Latina constituye una de las fuentes principales de nutrición para la 
población del área (Medina Delgado, 2015). 
Es el cereal de grano grueso con mayor superficie sembrada en el continente 
Americano y el de mayor volumen de producción en toneladas anuales. Sólo en la 
Argentina se siembran alrededor de 6.000.000 ha con un volumen de producción de 
33.000.000 tn anuales (Figura 1B) (Gimenez Pecci et al. 2002; SAGPyA, 2015).  
El maíz es, después del trigo, el cereal más importante en la dieta de humanos 
y animales en todo el mundo (FAO, 2011). En Argentina, las regiones donde se cultiva 
principalmente este cereal corresponden a Buenos Aires, Santa Fe y Córdoba y en 
menor medida la Región del NOA (MAGyP, 2012). En esta última región, también hay 
razas nativas de maíz, que son cultivadas en granjas pequeñas y se utilizan para el 
consumo doméstico. Argentina se ha convertido en uno de los cinco mayores 
productores de maíz en todo el mundo (Tamagno et al. 2015). 
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Figura 1. Área sembrada durante la campaña 2014/2015, A) soja B) maíz. (SAGPyA, 2015) 
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Limitaciones de los cultivos 
Numerosos son los factores que pueden limitar la producción y la calidad de los 
granos del cultivo de maíz y soja generando la brecha entre los rendimientos 
promedios anuales y los potenciales del cultivo. Entre algunos de ellos se puede 
mencionar deficiencias hídricas, el deterioro de las condiciones fisicoquímicas del 
suelo, insuficiente uso de fertilizantes, escasas rotaciones e incidencia de las 
enfermedades, malezas y plagas (Carmona, 2014).  
Los cultivos agrícolas son afectados, desde el nacimiento hasta la madurez del 
grano por una gran diversidad de artrópodos plaga que producen diversos niveles de 
daños que pueden tener importancia económica por las pérdidas ocasionadas. El 
conjunto de herbívoros encuentran en estas plantas los recursos indispensables para 
su vida, señalando como una plaga severa a aquellas que producen un impacto 
negativo sobre el rendimiento de los granos del cultivo (Chacón Castro, 2008). 
Se calcula que las pérdidas producidas por insectos plagas oscilan en promedio 
entre 10 y 15 %. En la Argentina, se estima que las pérdidas originadas por las plagas 
alcanzan valores superiores a las 900.000 toneladas/año, causando un perjuicio 
económico de más de 250 millones de dólares (FAO, 2010). 
 
Principales plagas de maíz y soja 
El Orden Lepidoptera es el que cuenta con la mayor cantidad de especies plaga 
para ambos cultivos en la Argentina. Los adultos de la mayoría de las especies plaga 
son de hábitos nocturnos; las larvas normalmente presentan la cutícula del cuerpo 
lisa, son de colores apagados, se alimentan del follaje de las plantas, pero algunas 
tienen hábitos barrenadores y otras consumen frutos (Baudino y Villareal 2007). 
Las orugas defoliadoras, son una de las principales plagas del cultivo de soja. 
Entre las especies de mayor importancia económica se destacan Rachiplusia nu 
(Guenée) (Lepidoptera: Noctuidae), Anticarsia gemmatalis (Hübner) (Lepidoptera: 
Noctuidae) y Helicoverpa gelotopoeon (Dyar) (Lepidoptera: Noctuidae), mientras que 
entre las especies que causan mayores daños al cultivo de maíz y que afectan su 
rendimiento se pueden mencionar a Diatraea saccharalis (Fab.) (Lepidoptera: 
Crambidae) y Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), considerada la 
plaga de mayor impacto económico en la región Pampeana de la Argentina (Chacón 
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Castro, 2008). La utilización de maíces Bt permitió disminuir las consecuencias del 
ataque de insectos, pero su eficacia puede verse limitada por la capacidad de los 
insectos blanco en desarrollar resistencia. La capacidad de este grupo de insectos 
depende fundamentalmente de factores biológicos, ambientales y genéticos (Parodi, 
2011). 
El conjunto de insectos plagas mencionados, provocan importantes pérdidas en 
la producción de cultivos de maíz y soja. Si bien es cierto que no alcanzan todos los 
años el nivel de daño económico, es común que sus ataques sean más severos en 
períodos de sequía prolongados, como ocurre frecuentemente en nuestra región 
productora. Algunos de los perjuicios ocasionados por estas plagas sobre los cultivos 
de maíz y soja, se ven reflejados en una disminución del área foliar de las plantas lo 
cual ocasiona menor intercepción de luz, menor capacidad fotosintética, pérdida del 
material almacenado y acortamiento del período de llenado de granos (Boito et al. 
2013). 
 
Control químico 
El método de control de plagas comúnmente utilizado es el uso de insecticidas 
sintéticos. Existen más de 1500 principios activos que, en distintas mezclas y 
concentraciones, generan más de 50.000 productos registrados en el mundo como 
plaguicidas (Sarandon, 2011).  
La era de los insecticidas modernos en la agricultura se inició inmediatamente 
después de terminada la Segunda Guerra Mundial. El descubrimiento de la acción 
insecticida del dicloro difenil tricloroetano (DDT) (1939) y del hexaclorociclohexano 
(HCH) (1941) permitió su uso para combatir insectos vectores de enfermedades. 
Rápidamente su uso se extendió al combate de plagas agrícolas. Años más tarde su 
uso se había generalizado en casi todos los países del mundo. Los plaguicidas 
organoclorados (POC) fueron ampliamente utilizados en la Argentina al igual que en el 
resto del mundo. En la misma época, irrumpieron en el mercado los plaguicidas 
organofosforados (POF) y los carbámicos (PCar). A partir de los años 70, la 
producción y el consumo de los agroquímicos aumentó, especialmente en los países 
productores de granos, acrecentándose los riesgos de efectos adversos a largo plazo 
en la población en general, en los trabajadores y en el ambiente (Brunstein et al. 
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2009). Paulatinamente, se fueron incorporando otras clases de plaguicidas, como los 
insecticidas piretroides. 
En la Argentina el organismo responsable del registro de agroquímicos es, el 
Servicio Nacional de Sanidad Vegetal y Calidad Agroalimentaria (SENASA), que 
mediante diferentes resoluciones fue restringiendo y prohibiendo el uso de los POC y 
ciertos POF y PCar, debido a sus conocidos efectos adversos sobre la salud humana y 
el ambiente, así como por su elevada persistencia. 
A pesar de haber disminuido el empleo de piretroides respecto de 2010, 
actualmente, los principales insecticidas utilizados en la Argentina son cipermetrina y 
lambdacialotrina y hubo un crecimiento de insecticidas como el rynaxypyr (diamidas 
antranílicas) y fipronil (fenil pirazol). 
Miles de nuevos productos son investigados anualmente en búsqueda de 
propiedades pesticidas y algunos de ellos llegan a incorporarse al mercado después de 
muchos años de experimentación. Las primeras aplicaciones de estos insecticidas 
modernos fueron tan espectaculares que muchas esperanzas se cifraron en la 
posibilidad de erradicar las principales plagas. Desafortunadamente después de algo 
más de cuatro décadas de aquellos resultados extraordinarios se puede comprobar 
que los problemas de plagas no han desaparecido, por el contrario, en muchos casos 
se han agravado (Sarandon, 2011).  
La continua utilización de los pesticidas trajo consigo fenómenos nuevos, no 
previstos, entre los cuales se puede mencionar 1) toxicidad en el hombre: los 
insecticidas, además de ser tóxicos para los artrópodos plaga, son también tóxicos 
para los vertebrados, incluido el hombre. El personal que trabaja en la fabricación o 
en la formulación de los productos, los agricultores y operadores que manipulan y 
aplican los insecticidas, así como el consumidor de los productos vegetales tratados 
con estos tóxicos, todos están expuestos a intoxicaciones (Sarandon, 2011); 2) 
desequilibrio en el ecosistema: produciendo efectos directos por la contaminación de 
las aguas subterráneas (Pimentel, 2005) y por la reducción de abundancia y 
diversidad de los organismos no blanco, ya que normalmente son más susceptibles 
que las especies fitófagas, por lo que sus poblaciones son afectadas por las 
aplicaciones de insecticidas más drásticamente. La destrucción de los controladores 
biológicos produce dos fenómenos: la rápida resurgencia de la plaga-problema, debido 
a la eliminación de sus enemigos naturales, que aunque no estaban en proporción 
satisfactoria para mantener la población de la plaga a niveles bajos, de alguna manera 
ejercían cierto grado de control. Una vez desaparecido el efecto del insecticida, el 
insecto, libre de sus enemigos biológicos, se incrementa rápidamente hasta alcanzar 
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niveles mayores a los registrados previamente a la aplicación, convirtiéndose en 
plaga. A su vez, surgen nuevas plagas como consecuencia de la eliminación de 
enemigos biológicos. Sin este control natural, las poblaciones de insectos, que antes 
no tenían importancia económica, se incrementan y alcanzan niveles de plagas. La 
reducción de la diversidad biótica del suelo causada por los pesticidas ocasiona un 
fuerte impacto en varias funciones biológicas, dentro de las cuales se pueden 
mencionar la descomposición de la materia orgánica y la disponibilidad de los 
nutrientes en el suelo, afectando también sus propiedades químicas y físicas (Ferraro 
et al. 2003); 3) en algunos casos permiten que la plaga desarrolle poblaciones 
resistentes a los insecticidas, debido a la variabilidad natural que presentan los 
individuos de una población sobre los efectos de un producto. Normalmente los 
individuos susceptibles son eliminados y unos pocos individuos son capaces de tolerar 
las dosis que producen la muerte de la mayoría de la población, ejerciendo una 
presión de selección por medio de sucesivas aplicaciones (Valerio, 2006; Chacón 
Castro, 2008). Producto de esta resistencia lograda por las distintas especies de 
insectos plagas, lo que hacen generalmente los productores es aumentar la dosis del 
insecticida, lo cual repercute tanto en el medio ambiente, produciendo una mayor 
contaminación del suelo y del agua, como en los costos de producción (Van Driesche 
et al. 2007). 
Al analizar esta gama de problemas derivados del uso inadecuado y desmedido 
de estas sustancias químicas, se hace necesario replantear la manera de manejar los 
sistemas agrícolas y buscar nuevas soluciones para el control de plagas, de manera 
que se restablezca el equilibrio de los ecosistemas.  
 
Manejo Integrado de plagas 
Desde hace varios años se produjo un aumento indiscriminado en el uso de 
agroquímicos para el control de insectos plaga. Debido a los efectos negativos 
mencionados anteriormente y a la necesidad de desarrollar métodos de control más 
selectivos y compatibles con el ambiente, en las últimas décadas se ha incrementado 
el interés por el Manejo Integrado de Plagas (MIP). El MIP se define como una 
herramienta que reúne de manera compatible y simultánea todos los métodos de 
control posibles (control químico, cultural, biológico y uso de variedades resistentes) 
para mantener al nivel de la plaga por debajo de los niveles poblacionales que 
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produzcan daño económico al cultivo (Pérez Moreno, 2000; Romero, 2004; Sarandon, 
2011). El principal objetivo es integrar diferentes estrategias de control de plagas 
para reducir al mínimo el uso de plaguicidas químicos. 
El Control Biológico es un componente  muy importante dentro del MIP, ya que 
además de cuidar y reforzar la acción de los agentes de control que normalmente 
están presentes en el ecosistema, utiliza enemigos naturales (depredadores, 
parásitos, parasitoides y patógenos) para reducir la densidad de la población y los 
efectos de las plagas. El control de plagas utilizando patógenos, es una rama del 
control biológico conocida como control microbiano y hace referencia al uso de 
microorganismos como agentes de control, tales como bacterias, nematodos, virus, 
protozoos y hongos entomopatógenos (Eilenberg et al. 2001; Lord, 2005; González 
Castillo et al. 2012). Dentro de este grupo de microorganismos, los hongos 
entomopatógenos son los que han recibido mayor atención por la gran variedad de 
especies y amplio rango de hospedantes. 
Hongos entomopatógenos 
Los hongos entomopatógenos se encuentran en el Reino Fungi, dentro de cinco  
Phyla: Microsporidia, Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota y Basidiomycota. 
Desde el punto de vista del control de plagas agrícolas, el de mayor importancia 
corresponde al Phylum Ascomycota, ya que agrupa a la mayoría de hongos patógenos 
de insectos (Humber, 2012 a, b). 
Los hongos del Phylum Ascomycota, se caracterizan por presentar hifas 
septadas y poseer un estado asexual o anamorfo donde las diferentes especies 
producen gran cantidad de esporas o conidios que sirven para ampliar su dispersión. 
Los conidióforos surgen desde el micelio y poseen células conidiógenas y diversos 
tipos de conidios, los cuales corresponden a las estructuras reproductivas asexuales. 
Estos hongos, se encuentran en la naturaleza mayoritariamente en su estado asexual 
o conidial (anamorfo) más que en su estado sexual (teleomorfo).  
Actualmente, los hongos entomopatógenos más importantes del Phylum 
Ascomycota, se ubican en el Subphylum Pezizomycotina, Clase Sordariomycetes, 
Orden Hypocreales, subdividido en tres familias: 1) Familia Clavicipitaceae: se han 
citado como patógenos los géneros Aschersonia, Hypocrella, Metarhizium, Nomuraea; 
2) Familia Cordycipitaceae: se hallan Beauveria, Isaria, Lecanicillium y 3) Familia 
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Ophiocordycipitaceae: se encuentran los géneros Ophiocordyces, Hirsutella, 
Tolypocladium, Hasposporium y Purpureocillium (Sosa-Gómez et al. 2010). 
Este grupo de hongos es cosmopolita y se conocen hasta el momento a 700 
especies reunidas en 100 géneros (Gonzalez Castillo et al. 2012), entre los géneros 
más importantes se pueden destacar: Metarhizium, Beauveria, Tolipocladium y 
Lecanicillium (Roy et al. 2006; García García et al. 2008; Vega et al. 2008). Estos 
hongos pueden encontrarse en distintas ubicaciones geográficas y climáticas, tanto en 
suelos cultivados como naturales. Ellos tienen la particularidad de parasitar a 
diferentes grupos de artrópodos (insectos y ácaros) y producir la muerte del 
hospedador (Vega et al. 2008; Humber, 2009). 
Algunas de las ventajas que presentan los hongos entomopatógenos para ser 
utilizados en programas de control microbiano de insectos son: alta especificidad, 
dispersión natural y posibilidad de cultivo in vitro, manteniendo la patogenicidad, 
inocuidad para vertebrados y la posibilidad de provocar un control permanente una 
vez establecidos en el ambiente. Otra ventaja importante que presentan estos 
microorganismos es que la infección generalmente se produce por contacto, a través 
del tegumento de los insectos, no siendo necesaria su ingesta, siendo este un factor 
importante en programas de control de insectos. (St. Leger et al. 2011) 
 
Mecanismo de acción de hongos entomopatógenos 
Adhesión y germinación de la espora en la cutícula del insecto 
El paso inicial en la infección de los insectos por medio de hongos patógenos 
involucra la adhesión de los propágulos infectivos (conidios o esporas) a la cutícula del 
insecto, lo cual ocurre por las propiedades físicas, químicas y electrostáticas de la 
superficie del conidio y de la cutícula. Según Duperchy (2003), la adhesión del conidio 
a la cutícula del huésped, no es específica en muchos casos. Algunas especies de 
hongos presentan proteínas como las lectinas e hidrofobinas, mucopolisacáridos y/o 
enzimas (esterasas y lipasas) que favorecen la adhesión de las esporas a sitios 
específicos de la cutícula. Luego de la adhesión e hidratación de los conidios, ocurre 
su germinación que involucra el desarrollo de un tubo germinativo y, en algunos 
casos, la formación de un apresorio. La formación del apresorio está relacionada con 
la capacidad de penetrar la cutícula de los insectos, debido a la presión mecánica o a 
una actividad enzimática en su ápice. El resultado de la germinación y la penetración 
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no depende necesariamente del porcentaje total de germinación sino del tiempo de 
duración de la germinación, el modo de germinación, la agresividad del hongo, el tipo 
de espora y la susceptibilidad del hospedador (Figura 2) (Shapiro et al. 2008). 
 
Penetración dentro del hemocele 
Luego se produce la penetración dentro del hemocele en la que participa un 
mecanismo físico y otro químico, el primero consiste en la presión ejercida por la hifa, 
la cual rompe las áreas esclerosadas y membranosas de la cutícula, por otro lado el 
mecanismo químico consiste en una acción enzimática, principalmente de proteasas, 
lipasas y quitinasas, las cuales causan descomposición del tejido en la zona de 
penetración (Figura 2) (Pucheta Díaz et al. 2006).  
 
Desarrollo del hongo que resulta en la muerte del insecto 
Después de la penetración, la hifa se ensancha y ramifica dentro del tejido del 
insecto, colonizándolo completamente y a partir de la cual se forman pequeñas 
colonias y estructuras fúngicas (García García et al. 2008). En muchos casos este 
evento es acompañado por la liberación de metabolitos secundarios con actividad 
insecticida (toxinas peptídicas) que aceleran la muerte del insecto. Es importante 
destacar que la muerte del insecto se debe a una combinación de tres factores que 
actúan conjuntamente: la producción de toxinas por parte del hongo, la obstrucción 
física de la circulación de la hemolinfa por el sistema circulatorio del insecto y la 
privación de nutrientes (Goettel e Inglis, 1997). El hongo inicia un crecimiento 
miceliar masivo en el interior del cuerpo del insecto invadiendo los órganos y tejidos. 
Finalmente, las hifas penetran la cutícula desde el interior del insecto y emergen a la 
superficie iniciando la formación de conidios, con lo que se puede completar el ciclo 
infectivo (Figura 2) (Pucheta Díaz et al. 2006). 
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Figura 2. Mecanismo de acción de hongos entomopatógenos (Cañedo y Ames, 2004) 
 
Hongos endófitos 
El término “endófito” fue acuñado por De Bary (1884) y se utiliza para definir a 
hongos o bacterias que durante todo o gran parte de su ciclo de vida se encuentran 
en el interior de los tejidos de plantas de manera asintomática (Rodríguez et al. 
2009). 
Los hongos endófitos son organismos ubicuos que se pueden encontrar en las 
hojas, pecíolos, estructuras reproductivas, ramas, cortezas y raíces de una amplia 
gama de especies vegetales (Faeth y Fagan, 2002; Stone et al. 2004; Schulz y Boyle, 
2005; Arnold, 2007; Hyde y Soytong, 2008; Rodríguez et al. 2009). Son un grupo 
muy diverso, polifilético y la mayoría pertenecen al Phylum Ascomycota, aunque 
también se han encontrado en los Basidiomycota y Zygomycota. (Sánchez Fernández 
et al. 2013). 
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Mecanismo de dispersión y relación hongo-planta 
Estos microorganismos penetran en el tejido de la planta a través de los 
estomas, raíces, heridas en el tejido vegetal y directamente por la secreción de 
enzimas hidrolíticas (Esposito y de Azevedo, 2004). Los hongos endófitos se 
distribuyen a través de los órganos y tejidos de las plantas y se asocian con diversas 
estructuras tales como: hojas, ramas, tallos, raíces y brotes (Porras Alfaro y Bayman, 
2011)  
La transmisión de endófitos puede ser horizontal, cuando el inóculo entra en 
contacto con una planta y la infecta, o vertical, cuando la planta infectada produce 
semillas infectadas (Krings et al. 2007; Faeth, 2009; Rodríguez et al. 2009; Jani et al. 
2010; Faeth y Saari, 2012; Yan et al. 2015). 
La relación entre estos hongos endófitos y la planta hospedera involucra desde 
el mutualismo hasta la patogénesis. Se cree que los hongos endófítos mantienen en 
ocasiones asociaciones mutualistas con sus hospedadores, establecidas posiblemente 
gracias a un proceso de coevolución (Hyde y Soytong, 2008). Un ejemplo de ello son 
las establecidas por especies del género Epichloë, que producen una serie de 
alcaloides que confieren a las plantas que infectan un aumento de la resistencia al 
herbivorismo (Schardl et al. 2004). Otras especies de endófitos son conocidas por su 
capacidad de mejorar la resistencia de sus hospedadores a enfermedades, 
compitiendo directamente con el patógeno por el espacio y los recursos, o incluso 
produciendo compuestos nocivos para estos patógenos (Zabalgogeazcoa, 2008). 
También están involucrados en el proceso de maduración y descomposición de las 
hojas (Promputtha et al. 2007; Sieber, 2007). Además, estos hongos producen varias 
enzimas responsables de la descomposición de la materia orgánica de la planta 
(Sunitha et al. 2013). A su vez, los endófitos pueden garantizar una mayor resistencia 
del huésped a estreses bióticos y abióticos, incluidos los déficit de agua y salinidad 
(Bayat et al. 2009; Gundel et al. 2010).  
Algunos endófitos pertenecen a géneros que incluyen hongos 
entomopatógenos, los cuales le confieren protección frente a insectos plaga. En estas 
relaciones tanto el hongo como la planta producen metabolitos secundarios 
potencialmente tóxicos. El hongo endófito produce factores de virulencia, mientras 
que la planta produce defensas, tanto mecánicas como bioquímicas. En consecuencia, 
para que ambos organismos coexistan se establece entre ellos una relación que 
depende de la virulencia del hongo y de las defensas de la planta, las cuales varían y 
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son influenciadas por los factores ambientales y por la etapa de desarrollo de ambos 
organismos. Cuando los factores de virulencia del hongo y las defensas de la planta 
están en equilibrio se establece una relación endofítica y, por el contrario, cuando se 
presenta la senescencia del hospedero o se encuentra bajo estrés, el balance se torna 
a favor del hongo y éste se expresa como patógeno, presentándose los síntomas de 
enfermedad. 
Aparte de su taxonomía y filogenia, la mayoría de las investigaciones con 
hongos entomopatógenos se ha centrado en su desarrollo como bioplaguicidas 
(Meyling y Eilenberg, 2007; Vega, 2008; Gurulingappa et al. 2010). 
Estos hongos presentan un interés particular en aquellos casos en que están 
involucrados en el control biológico de plagas y enfermedades de las plantas. En este 
tipo de hongos, se estudia y determina su destino, una vez introducidos como 
endófitos, incluyendo su distribución, abundancia y las interacciones con otros 
endófitos dentro de la planta. 
 
Varios géneros de hongos entomopatógenos se han aislado como 
endófitos en diferentes especies de plantas. Algunos de ellos han sido reportados 
como endófitos naturales mientras que a otros se los ha logrado introducir 
artificialmente en la planta utilizando diferentes técnicas (Vega, 2008; Quesada 
Moraga et al. 2014 a; Greenfield, 2015). 
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Antecedentes 
Los hongos entomopatógenos se conocen desde hace dos milenios, cuando 
en China identificaron la especie Cordyceps (Glare, 2004) sobre especímenes de 
gusano de seda. En 1836 se presenta un tratado sobre la enfermedad del gusano de 
seda, causada por el hongo entomopatógeno Beauveria bassiana (Bals-Criv.) Vuill. 
(Hypocreales: Cordicypitaceae) este hecho marca el inicio de la patología de insectos, 
aunque el desarrollo y aplicabilidad de estos microorganismos para el control de 
insectos plagas, se inicia en 1879 con Hagen (García García et al. 2008). 
En el año 1878 en Rusia, Metchnikoff, utilizó el hongo Metarhizium anisopliae 
(Metschn.) Sorokin (Hypocreales: Clavicipitaceae) para el control de Anisoplia 
austriaca (Herbst) (Coleoptera: Scarabaeidae), conocido vulgarmente como 
escarabajo de los cereales, con este hecho Metchnikoff se convirtió en la primera 
persona en utilizar un hongo entomopatógeno como agente de control de plagas 
(Glare, 2004).  
Los hongos entomopatógenos dentro del orden Hypocreales y 
Entomophthorales han sido aislados y ampliamente evaluados sobre los ordenes 
Coleoptera, Lepidoptera, Isoptera, Hemiptera y Orthoptera (Rath, 2000; Staples y 
Milner, 2000; Myles, 2002; Thompson y Brandenburg, 2005; Meyling et al. 2006; 
Chouvenc et al. 2008; Baverstock et al. 2010); siendo el orden de los Hemiptera, 
particularmente las familias Coccidae y Aleyrodidae, en las que mayor diversidad de 
patógenos fúngicos se han documentado (Humber, 2008; Vega et al. 2009).  
Numerosas publicaciones registran la presencia de hongos entomopatógenos 
infectando insectos plaga de la agricultura en Europa (Santamaria y Girbal 1996; 
Nielsen et al. 2001), en Asia (Humber, 1991; Keller, 1997), en África (Hatting et al. 
1999) y en Estados Unidos donde Bing y Lewis (1993) encontraron a B. bassiana 
infectando a Ostrinia nubilalis Hübner (Lepidoptera: Crambidae) en cultivos de maíz 
(Pell et al. 2010). 
En Chile se encontró el género Entomophthora sobre áfidos (Aruta et al. 1974, 
1984), en Uruguay se reportó a Zoophthora radicans (Brefeld) Batko (Zygomycotina: 
Entomophthorales) para el control de Epinotia aporema Wals. (Lepidoptera: 
Tortricidae) (Alzugaray et al. 1999).  
En Brasil, se encontraron más de 20 géneros que aparecieron naturalmente 
sobre insectos de importancia económica, entre los que se pueden mencionar a B. 
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bassiana, Nomuraea rileyi (Pharlow) Samson (Ascomycota: Hypocreales) y 
Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare & Gams (Hypocreales: Cordicypitaceae) (Shah y 
Pell, 2003). También se menciona como muy importante M. anisopliae que se 
encontró infectando a D. saccharalis  (Rodrigues Destéfano et al. 2004). 
En la Argentina las primeras referencias sobre la presencia de hongos 
entomopatógenos corresponden a la especie B. bassiana detectada provocando 
infecciones naturales en larvas de coleópteros (Spegazzini, 1880) y de Cordyceps 
unilateralis (Tul. & C. Tul.) Sacc. (Hypocreales: Ophiocordycipitaceae) en hormigas 
(Spegazzini, 1913). Posteriormente se conocieron varias publicaciones sobre hongos 
patógenos de insectos. López Lastra et al. (2006) registraron Entomophthora 
ferdinandii Keller (Entomophthorales: Entomophthoraceae) causando infecciones 
naturales en Musca domestica (L.) (Diptera: Muscidae). La especie Entomophaga grylli 
(Fresen.) Batko (Entomophthorales: Entomophthoraceae) fue registrada infectando 
diferentes especies de ortópteros en Buenos Aires y en La Pampa (Fresa, 1971; 
Lange, 1996), también ha sido documentada la presencia de Entomophthorales sobre 
áfidos (Scorsetti et al. 2007), L. lecanii se ha encontrado infectando a Bemisia tabaci 
(Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae) (Scorsetti et al. 2008) en cultivos hortícolas y 
B. bassiana y M. anisopliae se han aislado  a partir de Coleptoros y Hemipteros sobre 
cultivos de maíz (Toledo et al. 2008) y como agentes de control microbiano contra el 
picudo del algodonero (Anthonomus grandis (Boheman) (Coleoptera: Curculionidae)) 
(Nussenbaum y Lecuona, 2012).  
En cultivos agrícolas, Entomophthora sp. se identificó en la provincia de 
Buenos Aires como patógeno de R. nu asociado a cultivos de girasol (Fresa, 1979) y 
como patógeno de R. nu y A. gemmatalis asociado a cultivos de soja (López Lastra y 
Scorsetti, 2006), mientras que en Córdoba y Santa Fe se aisló de organismos 
pertenecientes a la subfamilia Plusiinae en soja (Edelstein y Lecuona, 2003).  
N. rileyi  fue aislado de larvas de  A. gemmatalis en cultivos de soja (Toledo et 
al. 2004; Edelstein et al. 2005).  
Por consiguiente, ciertos hongos entomopatógenos han sido evaluados como 
agentes de control para una variedad de artrópodos nocivos de la agricultura. 
 
Los primeros registros de la presencia de hongos endófitos provienen del año 
1898, en donde los investigadores formularon la hipótesis de que los cuadros 
toxicológicos observados en animales, se debían al consumo de semillas o partes 
aéreas de los pastos Lolium temulentum L. (Poales: Poaceae), Lolium arvense With 
(Poales: Poaceae), Lolium linicolum Braun Schrank (Poales: Poaceae) y Lolium 
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remotum (Poales: Poaceae) infectados con hongos. Sin embargo, no se dio 
continuidad a esta suposición, hasta que Bacon et al. (1977), relacionaron la 
presencia del hongo Neotyphodium coenophialum (Morgan-Jones & W. Gams) Glenn, 
C.W. Bacon & Hanlin (Hypocreales: Clavicipitaceae) a la alta incidencia de una 
intoxicación del ganado denominada "síndrome de verano", debida al consumo de 
pastos de la especie Festuca arundinaceae Schreb. (Poales: Poaceae), sin que ésta 
presente ningún síntoma. Durante la década del '80 se describió la resistencia al 
ataque de insectos en pastos infectados con hongos endófitos (Schardl et al. 2004). 
Es importante mencionar que los hongos endófitos, se han encontrado desde el 
ártico hasta los trópicos, como así también en diferentes cultivos agrícolas. De todos 
los ecosistemas del planeta Tierra, los bosques templados y tropicales presentan una 
gran biodiversidad de plantas y estas parecen albergar también una cantidad 
significativa de hongos endófitos (Arnold et al. 2007; Vidal y Jaber, 2015). 
Entre las especies de plantas a partir de las cuales se han podido aislar 
diferentes especies de hongos endófitos, se encuentran algunas de gran importancia 
económica, como el maíz (Orole y Adejumo, 2009, 2011), el café (Santamaría y 
Bayman, 2005; Vega et al. 2010),  el trigo (Larran et al. 2002 a) y la soja (Larran et 
al. 2002 b; Pimentel et al. 2006). También se destacan especies arbóreas (Arnold et 
al. 2003; Arnold y Lutzoni, 2007), palmeras (Frohlich et al. 2000; Pinruan et al. 
2010), gramíneas (Tanaka et al. 2012), así como pteridofitas (Zubek et al. 2010), 
musgos (U'Ren et al. 2010) y líquenes (Li et al. 2007). Inclusive algunas plantas 
acuáticas han sido citadas por albergar hongos endófitos (Stone et al. 2000). En 
general, son numerosas las especies endófitas asociadas a cada especie vegetal, en 
varios casos se han identificado decenas e incluso cientos de estas especies 
endofíticas asociadas a una sola especie vegetal, lo que indica que la micobiota 
endofítica representa un conjunto de una gran diversidad biológica (Stone et al. 2004; 
Sánchez Márquez et al. 2007, 2008; Rodriguez et al. 2009). 
 
Hongos entomopatógenos como endófitos 
Hongos pertenecientes a las familias Cordycipitaceae y Ophiocordycipitaceae 
(antiguos miembros de la familia Clavicipitaceae recientemente reclasificados) que 
incluyen géneros de hongos considerados tradicionalmente entomopatógenos, han 
sido también descritos como endófitos naturales, colonizando plantas de naturaleza 
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muy diversa, que van desde gramíneas, como el arroz o el maíz, hasta plantas 
dicotiledóneas, como el cacao o el café. Estos géneros de entomopatógenos 
endofíticos son Beauveria, Lecanicillium, Isaria, Cladosporium, Metarhizium o 
Tolypocladium (Vega, 2008; Sánchez Márquez et al. 2012). 
Estos géneros también han sido inoculados como endófitos en muchos cultivos 
agrícolas importantes, como el sorgo (Tefera y Vidal, 2009), plátanos (Pocasangre et 
al. 2000), algodón, calabaza, frijoles (Gurulingappa et al. 2010), cacao (Cao et al. 
2002; Posada y Vega, 2005),  tomates (Larran et al. 2001), entre otros. 
Todos estos trabajos hacen referencia a diferentes técnicas de inoculación 
utilizadas para introducir las diferentes especies de hongos entomopatógenos en 
distintas especies de plantas, sin embargo, poco se conoce acerca del recorrido y 
alojamiento de estos hongos dentro de la planta. 
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Hipótesis de trabajo 
Los hongos entomopatógenos inoculados como endófitos en los cultivos de maíz 
y soja son efectivos para el control biológico de los lepidópteros plaga S. frugiperda y 
H. gelotopoeon. 
 
Objetivo general 
Estudiar los hongos endófitos naturales presentes en cultivos de soja (Glycine 
max) y maíz (Zea mays) y conocer la capacidad de los hongos entomopatógenos 
como microorganismos endófitos para repeler y controlar a los principales insectos 
plaga de estos cultivos en condiciones experimentales, con la finalidad de disminuir 
las pérdidas económicas causadas por ellos.  
 
Objetivos específicos 
 Detección e identificación de la diversidad de especies de hongos endófitos 
en cultivos de maíz y soja de la Región Pampeana Argentina. Capítulo I 
 
 Evaluar distintas técnicas de inoculación de hongos entomopatógenos en 
plantas de maíz y soja en condiciones de laboratorio. Capítulo II 
 
 Evaluar el efecto de los hongos entomopatógenos como endófitos sobre el 
crecimiento y rendimiento de plantas de maíz y soja. Capítulo III 
 
 Evaluar aspectos biológicos, reproductivos, los principales parámetros 
poblacionales y la preferencia alimenticia, de dos especies plaga S. 
frugiperda y H. gelotopoeon de los cultivos de maíz y soja respectivamente, 
que presentan al hongo entomopatógeno como endófito. Capítulo IV 
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CAPÍTULO I 
Diversidad de especies de hongos 
endófitos en cultivos de maíz y 
soja 
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Introducción 
El término “endófito” fue acuñado por De Bary (1884) y se utiliza para definir a 
hongos o bacterias que durante todo o gran parte de su ciclo de vida se encuentran 
en el interior de los tejidos de plantas.   
La colonización interna de los tejidos vegetales por hongos de manera 
asintomática, es un fenómeno muy extendido y bien documentado. El creciente 
interés en el rol ecológico que juegan estos hongos ha estimulado la investigación en 
los últimos años, debido a que algunos hongos endófitos pueden producir compuestos 
que hacen que los tejidos vegetales sean menos atractivos para los herbívoros 
actuando de esta manera como agentes de control biológico (Larran et al. 2002 a, b). 
Estos microorganismos penetran en los tejidos de las plantas a través de los 
estomas, raíces, heridas y/o directamente por la secreción de enzimas hidrolíticas 
(Esposito y de Azevedo, 2004) y se distribuyen claramente en todos los órganos y 
tejidos de las plantas asociándose con diversas estructuras, tales como hojas, ramas, 
tallos, raíces y brotes (Porras-Alfaro y Bayman, 2011).  
Los hongos endófitos se han encontrado en todas las familias de plantas 
estudiadas hasta el momento, que representan a muchas especies en diferentes 
regiones climáticas del mundo. El estudio de la diversidad de los endófitos es de 
inmensa importancia en la biología de las plantas para comprender y mejorar su 
productividad (Larran et al. 2002 a, b). 
La presencia de endófitos en soja ha sido demostrada por varios autores pero 
hay muy pocos estudios en relación con las asociaciones de endófitos en Argentina, 
mientras que para maíz existen escasos trabajos que estudien la diversidad de hongos 
endófitos, tanto en Argentina como en el mundo. 
El conocimiento en general acerca de hongos endófitos es limitado, la mayoría 
están centrados principalmente en aquellos que se comportan como patógenos y en 
menor proporción en endófitos que colonizan la parte aérea (Larran et al. 2002 a, b; 
Pimentel et al. 2006; Impullitti y Malvick, 2013; Leite et al. 2013; Fernandes et al. 
2015; Russo et al. 2016). Dalal y Kulkarni (2014) encontraron que ciertos factores 
como la edad de la planta, las diferentes variedades de las especies y la presencia de 
cultivos en campo o invernáculo pueden afectar la diversidad y distribución de hongos 
endófitos en soja. Mientras que Impullitti y Malvick (2013) y Leite et al. (2013) 
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mostraron que los métodos utilizados para el aislamiento de hongos endófitos influyen 
en la abundancia y riqueza de las especies aisladas. 
El objetivo de este capítulo fue aislar e identificar endófitos fúngicos de hojas, 
tallos y raíces de siete variedades del cultivo de soja y siete de maíz que crecen en 
distintos sitios agrícolas de la Región Pampeana Argentina. 
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Materiales y Métodos 
Descripción del sitio de muestreo 
El sitio de muestreo cubrió diferentes puntos de las provincias de Buenos Aires, 
Santa Fe, La Pampa, Córdoba y Entre Ríos ubicados dentro de la Región Pampeana 
Argentina. Estos fueron seleccionados ya que representan los puntos más productivos 
de la región, además fueron aquellos en los que cuyos productores permitieron el 
acceso (Figuras I.1, 2). En cada uno de los sitios seleccionados se muestreó aquella 
variedad más utilizada de cada uno de los cultivos. El clima de la región es 
predominantemente templado-húmedo, con una temperatura media que oscila entre 
14°C y 17°C y mientras que la precipitación media anual varía de 600 a 1.000mm 
aumentando, desde el suroeste al noreste. 
La modificación de la cobertura vegetal nativa es casi completa, debido a las 
actividades productivas. Gracias a sus condiciones edáficas y a su clima, esta zona 
tiene un carácter predominantemente agrícola. 
 
 
Figura I.1. Sitios de muestreo del cultivo de maíz 
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Figura I.2. Sitios de muestreo del cultivo de soja 
 
 
Recolección de las muestras 
Los muestreos se realizaron durante los meses de diciembre, enero y febrero de 
la campaña agrícola 2013-2014.   
Se seleccionaron siete parcelas de cultivo de maíz y siete parcelas de cultivo de 
soja situadas dentro del área de estudio (Tabla I.1), donde las plantas de ambas 
especies crecen en monocultivo. 
 
Tabla I.1. Localidades de muestreo 
Soja Maíz 
Variedad Localidad Variedad Localidad 
DM3810 Alberti, Buenos Aires DK747 Olascoaga, Buenos Aires 
DM4210 9 de Julio, Buenos Aires DK699 Alberti, Buenos Aires 
DM4913 Salliqueló, Buenos Aires NK700 Venado Tuerto, Santa Fe 
NA5009 Victoria, Entre Ríos DK7210 9 de Julio, Buenos Aires 
DM4612 Vicuña Mackenna, Córdoba NK900 Victoria, Entre Ríos 
DM4670 Venado Tuerto, Santa Fe DK7310 Vicuña Mackenna, Córdoba 
DM4214 General Pico, La pampa DK7010 General Pico, La Pampa 
Tesis Doctoral Russo, María Leticia 
 
- 42 - 
Las plantas de maíz y soja fueron recolectadas a los dos meses después de la 
siembra. 
En cada una de las 14 localidades de muestreo se delimitaron parcelas de 50 x 
50 metros (Figura I.3) y se seleccionaron diez plantas al azar aparentemente sanas 
sin signos de ataques de insectos y/o enfermedades. Con el fin de evitar lesiones en 
las raíces, se realizó una perforación delimitando un cilindro que rodeaba a la raíz y se 
retiró la planta junto con el suelo circundante. Las plantas colectadas fueron 
embolsadas en forma individual, rotuladas adecuadamente y colocadas 
inmediatamente en conservadora con hielo para su transporte. Se mantuvieron 
refrigeradas a 4 °C hasta el momento en que fueron procesadas, período que no 
superó las 48h. de acuerdo a Impullitti y Malvick (2013). 
 
 
 
Figura I.3. Muestreo de maíz y soja 
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Aislamiento de hongos endófitos 
En el laboratorio, cada planta fue lavada con abundante agua corriente, 
separada en raíz, tallo y hoja y lavados nuevamente dos veces con agua destilada 
estéril. De cada porción de raíz, tallo y hoja se seleccionaron al azar 6 fragmentos de 
2 cm2 los cuales fueron esterilizados superficialmente por inmersión durante 1 minuto 
en 70% (v/v) de etanol, 4 minutos en hipoclorito de sodio 3% (v/v) de cloro 
disponible y por último se realizaron tres lavados con agua destilada estéril. 
Luego de la esterilización superficial, las muestras fueron reducidas, con un 
bisturí estéril a fragmentos de 1 cm2, eliminando así los bordes de las muestras y 
transferidas a placas que contenían agar papa glucosado (APG) (Britania®) con 
antibiótico (0,5g estreptomicina-0,25g cloranfenicol) para suprimir el crecimiento 
bacteriano (Figura I.4). Alícuotas del último lavado fueron sembradas en APG para 
comprobar eficacia de la esterilización superficial (Pimentel et al. 2006).  
Los fragmentos correspondientes a una misma planta fueron colocados en una 
misma caja de Petri. Se sembraron un total de 2520 fragmentos (18 de cada una de 
las 140 plantas investigadas). Para facilitar el aislamiento de hongos endófitos, las 
placas se incubaron a 25 ºC en oscuridad durante 10 días. Las placas fueron 
observadas periódicamente para verificar crecimiento hifal proveniente del interior de 
cada fragmento, conforme se fueron observando, se aislaron, purificaron (Figuras I.5, 
6) y luego se mantuvieron a 4 °C en tubos con APG para su posterior identificación 
(Figura I.7).  
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Figura I.4. Disposición de los fragmentos de raíz, tallo y hoja 
 
 
Figura I.5. Colonización de hongos endófitos 
 
 
Figura I.6. Purificación de los hongos aislados 
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Figura I.7. Conservación de hongos aislados 
 
Identificación de hongos endófitos 
Cabe mencionar que en esta tesis se empleó en adelante dos términos, los 
cuales se definen a continuación:  
-cepa: Un grupo de células de una sola especie, propagadas clonalmente (Kirk 
et al. 2008) 
-aislamiento: obtención de una especie fúngica proveniente de un sustrato 
animal o vegetal, sobre un medio de cultivo. 
 
La identificación morfológica de los distintos aislamientos fúngicos se realizó 
mediante la observación de las estructuras reproductivas asexuales o sexuales bajo 
microscopía óptica, utilizando claves taxonómicas. Las especies fueron identificados 
de acuerdo con Leslie y Summerell (2006) y Domsch et al. (2007). 
Por otro lado, para corroborar las identificaciones morfológicas se realizaron 
identificaciones moleculares de los aislamientos fúngicos. Para ello se obtuvo ADN 
genómico de los cultivos monospóricos de acuerdo con Stenglein y Balatti (2006). 
Luego, por medio de una reacción en cadena de la polimerasa (PCR), se amplificó la 
región ITS del ADNr, usando pares de cebadores ITS5 (5'-3'-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAG G) e ITS4 (5'-TCCTCC GCT TATTGATATGC-3 ') (White et 
al 1990). Las PCR fueron realizadas en un termociclador XP (Bioer Tecnología Co, 
Hangzhou, China). Para la confirmación de algunas especies de Fusarium se usó el 
factor de elongación (EF-1α) utilizando los cebadores EF1 (5'-ATGGGTAAGGA (A / G) 
GACAAGAC-3 ') y EF2 (5'-GGA (A / G) GTACCAGT (G / C) ATCATGTT-3 ') (O’Donnell 
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et al. 1998). Las reacciones de PCR, purificaciones de fragmentos y secuenciación se 
realizaron según Stenglein et al. (2010) y Canel et al. (2013). 
Las secuencias nucleotíidicas obtenidas fueron comparadas con aquellas 
depositadas en el banco de genes National Center for Biotechnology Information 
(NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando la herramienta bioinformática BLAST, de 
comparación y búsqueda de secuencias.  
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Análisis de datos 
La ocurrencia de hongos endófitos se evaluó mediante la frecuencia porcentual 
de colonización, la tasa de colonización y la tasa de aislamiento por variedad de 
cultivo considerada (Saucedo García et al. 2014). 
El porcentaje de colonización se definió para cada especie de hongos aislada 
como el número total de fragmentos colonizados en relación con el número total de 
fragmentos sembrados x 100 (Fisher y Petrini, 1992). 
La tasa de colonización se calculó como el número total de segmentos de 
órganos infectados por uno o más hongos, divididos por el número total de segmentos 
incubados (Petrini et al. 1982) y fueron expresadas como porcentajes.  
La tasa de aislamiento se determinó como el número de aislamientos obtenidos 
dividido por el número total de segmentos incubados.  
Los hongos aislados se clasificaron en categorías de frecuencias, según el 
criterio propuesto por Yadav y Madelin (1968) (Tabla I.2). 
 
Tabla I.2. Clasificación según Yadav y Madelin en 
base a frecuencia de aislamientos 
Clasificación 
Muy común 80-100% 
Común 61-80% 
Frecuente 41-60% 
Ocasional 21-40% 
Raro 0,1-20% 
 
 
Para comparar la estructura de las comunidades de hongos endófitos en estudio 
se consideraron los componentes alfa y beta. La diversidad alfa permite realizar un 
análisis a escala de comunidad y la beta compara la diversidad entre diferentes 
comunidades.  
 
La diversidad alfa, se determinó a través del índice de diversidad de Shannon-
Weaner (H´). Este índice combina dos componentes de diversidad, la riqueza de 
especies y la equidad. Fue calculado con la siguiente ecuación: H’ = -∑  pi ln pi, donde 
pi es la abundancia relativa de las especies comparado con el total de especies 
identificadas en la muestra (Magurran, 1988). 
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La Diversidad beta, se calculó a través del coeficiente de similitud de Jaccard.  
Este tiene en cuenta la cantidad de especies presentes exclusivamente en 
comunidades distintas y la cantidad de especies comunes (Kumar y Hyde, 2004). Fue 
calculado con la siguiente ecuación JI = a/ (a+b+c), donde a representa al número de 
especies presentes sólo en la comunidad A; b representa al número de especies 
presentes solo en la comunidad B, y c representa al número de especies presentes en 
las comunidades A y B. 
Los valores de este índice varían entre 0, cuando no hay especies compartidas 
entre ambas comunidades hasta 1, cuando los dos sitios tienen la misma composición 
de especies. 
 
Las variedades de plantas muestreadas fueron ordenadas de acuerdo a sus 
composición de hongos endófitos, a través de un análisis de componentes principales 
(ACP). Este análisis multivariado permite una representación de las diferencias de 
composición entre muestras a través de su ordenamiento sobre ejes sucesivos. Sólo 
se analizaron los ejes sobre los que se observaron tendencias consistentes de 
variación entre las diferentes muestras. El programa utilizado fue el MVSP 3.1 
(Program Multi-Variate Statistical Package) (Kovach, 1999). 
 
Los valores del índice de H´, se diferenciaron estadísticamente mediante un 
análisis de la varianza y si se observaban diferencias significativas las medias fueron 
comparadas utilizando el test de Tukey con niveles de significancia de 0,05, utilizando 
el programa InfoStat (2004).  
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Resultados 
Composición de hongos endófitos en maíz 
Se obtuvieron 1601 aislamientos fúngicos a partir de los 1260 fragmentos de 
maíz analizados, de los cuales 420 correspondieron a raíces, 420 a tallos y 420 a 
hojas.  
Estos aislamientos se agruparon en 34 taxa en base a caracteres morfológicos, 
19 de ellos se identificaron a nivel de género y 15 a nivel de especie. La identificación 
de 7 aislamientos fue corroborada mediante la utilización de técnicas moleculares. 
La especies Fusarium sp. 11 y Trichoderma harzianun Rifai (Hypocreales: 
Hypocreaceae) sólo fueron aisladas de la variedad NK900 y Fusarium sp. 7 de la 
variedad DK699. 
Todos los aislamientos fúngicos obtenidos pertenecen a los Phyla Ascomycota y 
Zygomycota. Los Ascomycota se agruparon en tres Clases, (Dothideomycetes, 
Sordariomycetes y Eurothiomycetes), en 8 Órdenes y en más de 10 Familias (Tabla 
I.3). 
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Tabla I.3. Número de aislamientos (n) y frecuencia de colonización (%) de hongos endófitos 
en las distintas variedades de maíz. 
 
 
 
 
 
 
HONGOS AISLADOS NK700 DK747 DK699 DK7310 DK7210 NK900 DK7010 FAMILIA ORDEN 
 n % n % n % n % n % n % n %   
Alternaria alternata 10 5,6 12 6,7 28 15,6 - - 7 3,9 - - - - Pleosporaceae Pleosporales 
Alternaria sp.1 - - - - 13 7,2 - - - - 15 8,3 - - Pleosporaceae Pleosporales 
Alternaria sp.2 - - - - - - 15 8,3 - - 8 4,4 9 5,0 Pleosporaceae Pleosporales 
Arthrinium phaeospermun 36 20 - - 24 13,3 - - - - - - - - Apiosporaceae insertidae sedis 
Arthrinium sp. 38 21,1 - - 23 12,8 23 12,8 - - 10 5,6 8 4,4 Apiosporaceae insertidae sedis 
Aspergillus flavus  - - 26 14,4 - - - - 12 6,7 - - - - Trichocomaceae Eurotiales 
Aspergillus niger 35 19,4 18 10,0 14 7,8 14 7,8 19 10,6 9 5,0 7 3,9 Trichocomaceae Eurotiales 
Aspergillus terreus - - 40 22,2 - - 6 3,3 - - - - - - Trichocomaceae Eurotiales 
Bipolaris tetramera - - 19 10,6 - - - - - - 15 8,3 12 6,7 Pleosporaceae Pleosporales 
Chaetomium globosum 14 7,8 15 8,3 - - - - - - - - - - Bionectriaceae Hypocreales 
Drechslera sp. - - - - - - - - 6 3,3 14 7,8 6 3,3 Pleosporaceae Pleosporales 
Fusarium graminearum  32 17,8 30 16,7 18 10,0 20 11,1 - - - - - - Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium proliferatum  - - 59 32,8 12 6,7 10 5,6 - - - - - - Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium sp.1 20 11,1 - - - - - - - - - - 13 7,2 Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium sp.2 13 7,2 - - - - - - - - - - 10 5,6 Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium sp.3 24 13,3 - - - - - - - - - - 20 11,1 Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium sp.4 18 10,0 - - - - - - - - - - 18 10,0 Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium sp.5 - - 30 16,7 42 23,3 10 5,6 - - - - - - Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium sp.6 - - - - 28 15,6 9 5,0 - - - - - - Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium sp.7 - - - - 18 10,0 - - - - - - - - Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium sp.8 - - - - 15 8,3 3 1,7 9 5,0 - - - - Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium sp.9 - - - - 17 9,4 - - - - 17 9,4 - - Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium sp.10 - - - - 12 6,7 13 7,2 8 4,4 15 8,3 - - Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium sp.11 - - - - - - - - - - 15 8,3 - - Nectriaceae Hypocreales 
Mucor circinelloides  - - 15 8,3 - - - - 9 5,0 - - - - Mucoraceae Mucorales 
Mucor mucedo 10 5,6 8 4,4 13 7,2 - - - - 12 6,7 15 8,3 Mucoraceae Mucorales 
Nigrospora  - - - - 30 16,7 - - 10 5,6 - - 7 3,9 Trichosphaeriaceae Trichosphaeriales 
Penicillium rubrum 11 6,1 23 12,8 - - 21 11,7 13 7,2 - - 33 18,3 Trichocomaceae Eurotiales 
Penicillium sp.1 - - 14 7,8 - - - - - - - - 9 5,0 Trichocomaceae Eurotiales 
Penicillium sp.2 25 13,9 7 3,9 - - - - - - - - 6 3,3 Trichocomaceae Eurotiales 
Scopulariopsis brevicaulis  20 11,1 - - - - - - - - 20 11,1 - - Microascaceae Microascales 
Trichoderma harzianum - - - - - - - - - - 21 11,7 - - Hypocreceae Hypocreales 
Trichoderma saturnisporum - - - - 26 14,4 26 14,4 - - - - - - Hypocreceae Hypocreales 
Ulocladium sp - - - - - - - - 18 10,0 13 7,2 8 4,4 Pleosporaceae Pleosporales 
TOTAL DE AISLAMIENTOS 306 316 333 170 111 184 181   
TOTAL DE ESPECIES 14 14 16 12 10 13 15   
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Las especies Aspergillus flavus Link (Eurotiales: Trichocomaceae), Aspergillus 
terreus Thom (Eurotiales: Trichocomaceae), Bipolaris tetramera (McKinney) 
Shoemaker (Pleosporales: Pleosporaceae), Clonostachys rosea (Preuss) Mussat 
(Hypocreales: Bionectriaceae), Fusarium graminearum Schwabe (Hypocreales: 
Nectriaceae), Fusarium proliferatum (Matsush.) Nirenberg (Hypocreales: Nectriaceae) 
y Mucor circinelloides Tiegh (Mucorales: Mucoraceae) fueron identificadas mediante 
análisis molecular y sus secuencias nucleotídicas fueron ingresadas en el banco de 
genes del NCBI bajo sus respectivos números de acceso KF753952, KF753943, 
KF753950, KF753951, KF753955, KF753956 y KF753949. Se obtuvo como resultado 
para todos los aislamientos un % de ID y cobertura del 100% y e-value=0.0 
 
El número de aislamientos obtenidos varió principalmente en función al órgano 
de la planta estudiado, independientemente de la variedad de maíz estudiada, si bien 
el número más alto de aislamientos se obtuvo en la variedad DK699 (333 
aislamientos) y el menor en la variedad DK7210 (111 aislamientos). Para todas las 
variedades de maíz, el mayor número de aislamientos fue obtenido en el tallo de las 
plantas más que en raíces y en hojas (Figura I.8). 
 
 
Figura I.8. Número de aislamientos obtenidos en raíces, tallos y hojas de cada una de las 
siete variedades de maíz. 
 
El número de especies fúngicas aisladas en los tallos de las plantas varió entre 
10 y 16 (registrándose en este órgano el mayor número de especies), en hojas entre 
6 y 12 y en raíces entre 9 y 13, para todas las variedades de maíz. Por otro lado el 
mayor número de especies fue obtenido de la variedad DK699 y el menor de la 
variedad DK7210 (Figura I.9). 
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Figura I.9. Número de especies de hongos endófitos aislados e identificados en cada una de 
las variedades de maíz. 
 
La comunidad fúngica presente en los distintos órganos de la planta en cada 
variedad de maíz varió según las frecuencias porcentuales de colonización de las 
especies aisladas (Tabla I.4). 
La categorización de los taxa aislados, según categorías de frecuencias se 
observa en la Tabla I.2.  
En hojas y raíces todas las variedades presentaron solamente especies raras u 
raras y ocasionales. En los tallos, las variedades NK700, DK747 y DK699 mostraron 
especies de hongos raras, ocasionales y frecuentes, mientras que en los tallos del 
resto de las variedades sólo presentaron especies raras y ocasionales. 
 Los tallos, en general, agruparon los porcentajes más altos de colonización de 
cada especie en cada variedad; en dicho órgano ninguna variedad de maíz presentó 
especies comunes ni muy comunes, mientras que todas las variedades presentaron 
especies frecuentes (Tabla I.4). 
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Tabla I.4. Frecuencia de colonización (%) en raíz, tallo y hoja de cada variedad de maíz
Hongos aislados Frecuencia de colonización (%) 
 NK700 DK747 DK699 DK7310 DK7210 NK900 DK7010 
 raíz tallo hoja raíz tallo hoja raíz tallo hoja raíz tallo hoja raíz tallo hoja raíz tallo hoja raíz tallo hoja 
Alternaria alternata 3,3 13,3 - 1,7 16,7 1,7 3,3 40,0 3,3 - - - 1,7 8,3 1,7 - - - - - - 
Alternaria sp.1 - - - - - - 1,7 20,0 - - - - - - - 5,0 16,7 3,3 - - - 
Alternaria sp.2 - - - - - - - - - 3,3 18,3 3,3 - - - - 13,3 - - 15,0 - 
Arthrinium phaeospermun 3,3 35,0 21,7 - - - 3,3 36,7 - - - - - - - - - - - - - 
Arthrinium sp. 3,3 50,0 10,0 - - - 1,7 26,7 10,0 5,0 30,0 3,3 - - - 3,3 13,3 - - 13,3 - 
Aspergillus flavus  - - - 8,3 35,0 - - - - - - - 1,7 18,3 - - - - - - - 
Aspergillus niger 6,7 31,7 20,0 3,3 21,7 5,0 5,0 16,7 1,7 5,0 18,3 - 6,7 23,3 1,7 3,3 11,7 - 1,7 10,0 - 
Aspergillus terreus - - - 8,3 30,0 28,3 - - - - 10,0 - - - - - - - - - - 
Bipolaris tetramera - - - - 31,7 - - - - - - - - - - 6,7 15,0 3,3 5,0 11,7 3,3 
Chaetomium globosum - 23,3 - - 25,0 - - - - - - - - - - - - - - - - 
Drechslera sp. - - - - - - - - - - - - 3,3 6,7 - 5,0 18,3 - - 10,0 - 
Fusarium graminearum  8,3 33,3 11,7 6,7 38,3 5,0 8,3 20,0 1,7 6,7 23,3 3,3 - - - - - - - - - 
Fusarium proliferatum  - - - 26,7 43,3 28,3 3,3 13,3 1,7 - 16,7 - - - - - - - - - - 
Fusarium sp.1 1,7 21,7 10,0 - - - - - - - - - - - - - - - - 21,7 - 
Fusarium sp.2 - 16,7 5,0 - - - - - - - - - - - - - - - - 16,7 - 
Fusarium sp.3 - 28,3 11,7 - - - - - - - - - - - - - - - 8,3 16,7 8,3 
Fusarium sp.4 3,3 18,3 8,3 - - - - - - - - - - - - - - - 10,0 18,3 1,7 
Fusarium sp.5 - - - 10,0 36,7 3,3 3,3 36,7 30,0 5,0 8,3 3,3 - - - - - - - - - 
Fusarium sp.6 - - - - - - 13,3 28,3 5,0 3,3 10,0 1,7 - - - - - - - - - 
Fusarium sp.7 - - - - - - - 30,0 - - - - - - - - - - - - - 
Fusarium sp.8 - - - - - - 3,3 16,7 5,0 1,7 5,0 - 3,3 8,3 3,3 - - - - - - 
Fusarium sp.9 - - - - - - - 21,7 6,7 - - - - - - 5,0 23,3 - - - - 
Fusarium sp.10 - - - - - - 3,3 11,7 5,0 1,7 20,0 - 3,3 8,3 1,7 3,3 20,0 1,7 - - - 
Fusarium sp.11 - - - - - - - - - - - - - - - 8,3 15,0 1,7 - - - 
Mucor circinelloides  - - - - 25,0 - - - - - - - 3,3 11,7 - - - - - - - 
Mucor mucedo - 15,0 1,7 1,7 8,3 3,3 3,3 13,3 5,0 - - - - - - 5,0 13,3 1,7 6,7 15,0 3,3 
Nigrospora sp. - - - - - - 5,0 28,3 16,7 - - - 3,3 13,3 - - - - 3,3 6,7 1,7 
Penicillium rubrum 1,7 13,3 3,3 1,7 33,3 3,3 - - - 1,7 31,7 1,7 5,0 13,3 3,3 - - - 15,0 36,7 3,3 
Penicillium sp.1 - - - 1,7 18,3 3,3 - - - - - - - - - - - - 3,3 10,0 1,7 
Penicillium sp.2 1,7 36,7 3,3 - 10,0 1,7 - - - - - - - - - - - - - 10,0 - 
Scopulariopsis brevicaulis  5,0 25,0 3,3 - - - - - - - - - - - - 8,3 20,0 5,0 - - - 
Trichoderma harzianum - - - - - - - - - - - - - - - 3,3 28,3 3,3 - - - 
Trichoderma saturnisporum - - - - - - - 43,3 - 3,3 36,7 3,3 - - - - - - - - - 
Ulocladium sp - - - - - - - - - - - - - 23,3 6,7 5,0 13,3 3,3 1,7 11,7 - 
Total de especies 10 14 12 10 14 10 13 16 12 10 12 7 9 10 6 12 13 8 9 15 7 
                 
Clasificación  0,1% - 20%  21% - 40%  41% - 60%  61% - 80%  81% - 100%       
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Tasas de colonización y de aislamiento 
En general la tasa de colonización y de aislamiento de hongos endófitos 
recuperados de raíces y hojas fue mayor en las variedades DK747 y NK700 
respectivamente, mientras que la tasa de colonización de los tallos fue la más alta de 
los tres tipos de órganos, alcanzando en la mayoría de las variedades el 100%, 
mientras que la tasa de aislamiento fue mayor en las variedades DK699 y DK747 
(Tabla I.5). 
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Tabla I.5. Tasa de colonización (TC) y tasa de aislamiento (TA) en siete variedades de maíz comúnmente cultivadas en la Región Pampeana, 
Argentina. Campaña agrícola 2013-2014. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  NK700 DK747 DK699 DK7310 DK7210 NK900  DK7010   
  raíz tallo hoja planta raíz tallo hoja planta raíz tallo hoja planta raíz tallo hoja planta raíz tallo hoja planta raíz tallo hoja planta raíz tallo hoja planta total 
N°de segmentos incubados 60 60 60 180 60 60 60 180 60 60 60 180 60 60 60 180 60 60 60 180 60 60 60 180 60 60 60 180 1260 
N°de segmentos colonizados 
con una o más sp. 
30 60 42 132 41 60 38 139 27 60 40 127 24 57 12 93 18 57 11 86 36 60 12 108 39 60 14 113 798 
N°de aislamientos 23 218 66 307 42 225 50 317 35 242 54 331 22 137 12 171 19 81 11 111 34 133 14 181 33 136 14 183 1601 
TC (%) 50 100 70 73 68 100 63 77 45 100 67 71 40 95 20 52 30 95 18 48 60 100 20 60 65 100 23 63  
TA 0,4 3,6 1,1 1,7 0,7 3,7 0,8 1,8 0,6 4,0 0,9 1,8 0,4 2,3 0,2 0,9 0,3 1,3 0,2 0,6 0,6 2,2 0,2 1,0 0,5 2,3 0,2 1,0  
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Diversidad de las comunidades de hongos endófitos en las 
diferentes variedades de maíz 
 
La diversidad de hongos endófitos, mostró diferencias significativas entre las 
siete comunidades, las variedades NK700 y DK699, mostraron los valores más altos 
(Tabla I.6). 
 
 
Tabla I.6. Índice de diversidad de Shannon 
  NK700 DK747 DK699 DK7310 DK7210 NK900 DK7010 
Índice Shannon (H´) 2,67 ±  0,46a 2,08 ± 0,75b  2,72 ± 0,31a  1,78 ± 0,54b 2,03 ± 0,56b  1,89 ± 0,65b  1,77 ± 0,36b  
 
  ANOVA F= 5,46        df= 6         p <0,0001 
 
 
Comparación entre las comunidades 
Para comparar las distintas comunidades se calculó el coeficiente de similitud de 
Jaccard. La Tabla I.7 muestra las comparaciones realizadas y el valor que tomó este 
índice para cada una. 
 
Tabla I.7. Índice de similitud de Jaccard 
 NK700 DK747 DK699 DK7310 DK7210 NK900 DK7010 
NK700 1       
DK747 0,270 1      
DK699 0,200 0,208 1     
DK7310 0,190 0,300 0,444 1    
DK7210 0,143 0,200 0,238 0,222 1   
NK900 0,125 0,130 0,261 0,190 0,211 1  
DK7010 0,500 0,261 0,154 0,174 0,250 0,333 1 
 
 
El valor más alto del Índice de Jaccard está dado por las variedades DK7010 y 
NK700 (JI=0,500), la similitud del grupo de hongos endófitos entre otras variedades 
de maíz resultó más baja (Tabla I.7). 
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Análisis de componentes principales 
El análisis de componentes principales explicó el 55% de la variabilidad total en 
los dos primeros ejes, siendo que el 34,4% está relacionado al primer eje y el 20,9% 
al segundo eje (Tabla I.8). En la Figura I.10 los vectores representan las variedades 
de maíz, observándose además los aislamientos de hongos endófitos obtenidos. 
La proyección de los tratamientos en el plano de los dos primeros ejes permite 
diferenciar tres grupos (A, B, C, D), cada uno de ellos formado por una de las siete 
variedades de maíz. El grupo A, formado por la variedad DK7010 asociada con las 
especies Fusarium sp. 1, Fusarium sp. 2, Fusarium sp. 3 y Fusarium sp. 4. El grupo B, 
formado por la variedad NK900 asociado con las especies Scopulariopsis brevicaulis 
(Sacc.) Bainier (Microascales: Microascaceae), Fusarium sp. 11 y T. harzianun. El 
grupo C formado por la variedad DK7210 asociada con las especies Arthrinium 
phaeospermun (Corda) Ellis (Apiosporaceae), Arthrinium sp., A. flavus, M. 
circinelloides, A. terreus, Nigrospora sp. y Alternaria alternata (Fr.) Keissl. 
(Pleosporales: Pleosporaceae) y el grupo D formado por la variedad DM699 asociada 
con las especies Trichoderma saturnisporum Hammill (Hypocreales: Hypocreaceae), 
Fusarium sp. 6 y Fusarium sp. 8. 
 
Tabla I.8. Análisis de componentes principales 
Eigenvalores   
 Eje 1 Eje 2 
Eigenvalores 1,7 1,5 
Percentaje 34,4 20,9 
Percentaje acumulado 24,4 55,2 
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Figura I.10. Análisis de componentes principales. 
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Composición de hongos endófitos en soja 
A partir de 1260 fragmentos, se obtuvieron 3992 aislamientos, de los cuales 
651 correspondieron a raíces, 2787 a tallos y 554 a hojas.  
Entre los aislamientos se obtuvieron 36 taxa, 20 a nivel genérico y 16 a nivel 
específico. Nueve de los aislamientos fueron identificados mediante análisis 
moleculares, por ser aquellos que pudieron identificarse a nivel de especie pero 
generaron dudas en el análisis morfológico y a su vez, registraron alta frecuencia de 
colonización. 
Hubo cuatro taxa que pudieron ser aislados sólo de una sola variedad de soja, a 
saber: Alternaria sp. de la variedad DM4913, B. tetramera de la variedad DM4670, 
Nigrospora sp. de la variedad DM4210 y S. brevicaulis de la variedad DM3810. 
Todos los aislamientos pertenecieron a los Phyla Ascomycota y Zygomycota. 
Los Ascomycota se agruparon en tres clases, (Dothideomycetes, Sordariomycetes y 
Eurothiomycetes), en 8 órdenes y en más de 10 familias (Tabla I.9). 
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Tabla I.9. Número de aislamientos (n) y frecuencia de colonización de hongos endófitos (%) 
en las distintas variedades de soja 
 
 
 
 
  
  
HONGOS AISLADOS DM3810 DM4210 DM4670 NA5009 DM4612 DM4214 DM4913 FAMILIA ORDEN 
 n % n % n % n % n % n % n %   
Alternaria alternata - - 31 17,2 24 13,3 25 13,9 - - 48 26,7 50 27,8 Pleosporaceae Pleosporales 
Alternaria sp.1 - - - - - - - - - - - - 49 27,2 Pleosporaceae Pleosporales 
Alternaria sp.2 - - - - - - - - - - 56 31,1 9 5,0 Pleosporaceae Pleosporales 
Arthrinium phaeospermun 15 8,3 32 17,8 29 16,1 - - - - - - - - Apiosporaceae Incertae sedis 
Aspergillus flavus  - - - - 32 17,8 37 20,5 32 17,8 - - - - Trichocomaceae Eurotiales 
Aspergillus niger 29 16,1 33 18,3 - - 42 23,3 - - - - - - Trichocomaceae Eurotiales 
Aspergillus terreus - - 25 13,9 22 12,2 60 33,3 - - 53 29,4 54 30,0 Trichocomaceae Eurotiales 
Bipolaris tetramera - - - - 24 13,3 - - - - - - - - Pleosporaceae Pleosporales 
Clonostachys rosea  10 5,5 - - 27 15,0 - - - - - - - - Bionectriaceae Hypocreales 
Curvularia lunata 32 17,8 23 12,8 - - 32 17,8 32 17,8 - - - - Pleosporaceae Pleosporales 
Fusarium equiseti  35 19,4 - - - - - - - - - - - - Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium graminearum  39 21,7 26 14,4 30 16,7 - - - - - - - - Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium oxysporum  19 10,6 - - 25 13,9 - - - - - - - - Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium sp.1 23 12,8 - - - - 32 17,8 27 15,0 55 30,6 49 27,2 Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium sp.2 27 15,0 - - - - - - - - 56 31,1 55 30,5 Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium sp.3 31 17,2 - - - - - - 32 17,8 - - 6 3,3 Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium sp.4 30 16,7 - - - - - - - - - - - - Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium sp.5 26 14,4 - - - - - - 32 17,8 - - - - Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium sp.6 23 12,8 - - - - - - 32 17,8 - - - - Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium sp.7 23 12,8 - - - - 41 22,8 32 17,8 6 3,3 - - Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium sp.8 - - - - 54 30,0 49 27,2 - - - - - - Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium sp.9 - - 26 14,4 54 30,0 46 25,6 - - - - - - Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium sp.10 17 9,4 34 18,9 54 30,0 38 21,1 - - - - - - Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium sp.11 23 12,8 26 14,4 54 30,0 43 23,9 - - - - - - Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium sp.12 - - 43 23,9 54 30,0 44 24,4 - - - - - - Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium sp.13 - - 22 12,2 - - 47 26,1 - - - - - - Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium sp.14 - - 44 24,4 - - 46 25,6 36 20,0 - - 64 35,6 Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium sp.15 23 12,8 - - - - - - 44 24,4 54 30,0 62 34,4 Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium sp.16 - - 24 13,3 - - - - 32 17,8 54 30,0 62 34,4 Nectriaceae Hypocreales 
Fusarium sp.17 - - 24 13,3 - - 38 21,1 38 21,1 54 30,0 55 30,5 Nectriaceae Hypocreales 
Macrophomina phaseolina 64 35,5 - - 31 17,2 - - 58 32,0 54 30,0 52 28,9 Botryosphaeriaceae Botryosphaeriales 
Mucor mucedo - - - - - - - - - - 54 30,0 51 28,3 Mucoraceae Mucorales 
Nigrospora sp. - - 18 10,0 - - - - - - - - - - Trichosphaeriaceae Trichosphaeriales 
Penicillium rubrum 18 10,0 25 13,9 25 13,9 - - 58 32,0 49 27,2 - - Trichocomaceae Eurotiales 
Scopulariopsis brevicaulis  25 13,9 - - - - - - - - - - - - Microascaceae Microascales 
Trichoderma saturnisporum - - 18 10,0 - - 32 17,8 32 17,8 - - 56 31,1 Hypocreceae Hypocreales 
TOTAL DE AISLAMIENTOS 532 474 539 659 521 593 674   
TOTAL DE ESPECIES 20 17 15 16 14 12 14   
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Las especies A. alternata, Aspergillus niger Tiegh (Eurotiales: Trichocomaceae), 
A. phaeospermun, Curvularia lunata (Wakker) Boedijn (Pleosporales: Pleosporales),  
Fusarium equiseti (Corda.) Sacc. (Hypocreales: Nectriaceae),  Fusarium oxysporum 
Schltdl (Hypocreales: Nectriaceae), Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid 
(Botryosphaeriales: Botryosphaeriaceae), S. brevicaulis y T. saturnisporum fueron 
identificadas mediante análisis molecular y sus secuencias nucleotídicas fueron 
depositadas en la base de datos del NCBI bajo sus respectivos números de acceso 
KF753947, KF753944, KF753946, KF753941, KF753953, KF753954, KF753946, 
KF753948 y KF753942. Se obtuvo como resultado para todos los aislamientos un % 
ID y de cobertura del 100% y e-value=0.0 
 
El número de aislamientos varió en función del órgano de la planta estudiado 
más que con la variedad. El mayor número de aislamientos se obtuvo a partir de los 
tallos mientras que en raíces y en hojas el número de aislamientos fue menor (Figura 
I.11). En cuanto a las variedades, el mayor número de aislamientos (674 
aislamientos) se obtuvo en la variedad DM4913 y el menor número de aislamientos 
(474 aislamientos) se obtuvo en la variedad DM4210 (Tabla I.9). 
 
 
Figura I.11. Número de aislamientos obtenidos en raíces, tallos y hojas de cada una de las 
siete variedades de soja. 
  
El número de especies aisladas en tallos varió entre 12 y 18, en hojas entre 11 
y 15, y en raíces entre 10 y 15 en todas las variedades de soja. Al igual que el 
número de aislamientos, el mayor número de especies fue obtenido en los tallos de 
todas las variedades (Figura I.12). Es importante mencionar que a diferencia de lo 
ocurrido con el número de aislamientos, en este caso las variedades en las que se 
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obtuvieron el mayor y menor número de especie fúngicas fueron la DM3810 (20 
especies) y la DM4214 (12 especies) respectivamente. 
 
 
Figura I.12. Número de especies de hongos endófitos aislados e identificados en cada una de 
las variedades de soja. 
 
La comunidad fúngica en los distintos órganos de la planta en cada variedad de 
soja varió según las frecuencias porcentuales de colonización de las especies aisladas 
(Tabla I.10). 
  
En hojas y raíces todas las variedades presentaron solamente especies raras o 
raras y ocasionales (ver Tabla I.2 para categorías)  
En los tallos las variedades DM3810 y DM4670 mostraron especies de hongos 
ocasionales, frecuentes y comunes; en las variedades DM4913 y DM4214, 
presentaron especies raras, frecuentes y comunes; en las variedades DM4612 y 
NA5009 se pudieron aislar especies frecuentes y comunes, mientras que la variedad 
DM4210 presentó especies ocasionales y frecuentes. 
Los tallos, en general, agruparon los porcentajes más altos de colonización de 
cada especie en cada variedad (Tabla I.10), en dicho órgano ninguna variedad de soja 
presentó especies muy comunes, mientras que todas las variedades presentaron 
especies frecuentes. 
  
Tasas de colonización y de aislamiento 
A partir de los tallos se obtuvieron las mayores tasas de colonización, las cuales 
variaron entre el 85 y el 100% en las diferentes variedades, alcanzando el 100% en 
las variedades DM3810, NA5009, DM4913 Y DM4214. La tasa de aislamiento se 
0 
5 
10 
15 
20 
DM3810 DM4210  DM4913 NA5009  DM4612  DM4670 DM4214  
n
° 
d
e 
e
sp
ec
ie
s 
Variedades de Soja 
RAIZ TALLO HOJA 
Tesis Doctoral Russo, María Leticia 
 
- 63 - 
comportó de la misma manera, debido a que fueron los tallos quienes registraron los 
valores más altos. Los valores de dicha tasa variaron entre 4,7 (variedad DM4210) y 
8,2 (variedad NA5009), las otras variedades registraron valores intermedios (Tabla 
I.11). 
 
En cuanto a la tasa media de colonización fue mayor (77,8%) en la variedad 
DM3810 indicando de esta manera que hubo un mayor número de segmentos 
colonizados, mientras que la tasa media de aislamiento fue mayor (3,7) en la 
variedades NA5009 y DM4913 (Tabla I.11). 
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Tabla I.10. Frecuencia de colonización (%) en raíz, tallo y hoja de cada variedad de soja 
 
Hongos aislados Frecuencia de colonización (%) 
 DM3810 DM4210 DM4670 NA5009 DM4612 DM4214 DM4913 
 raíz tallo hoja raíz tallo hoja raíz tallo hoja raíz tallo hoja raíz tallo hoja raíz tallo hoja raíz tallo hoja 
Alternaria alternata - - - - 25,0 26,7 10,0 25,0 5,0 - 41,7 - - - - 13,3 63,3 3,3 16,7 58,3 8,3 
Alternaria sp.1 - - - - - - - - - - - - - - - -  - 21,7 56,7 3,3 
Alternaria sp.2 - - - - - - - - - - - - - - - 26,7 61,7 5,0 3,3 8,3 3,3 
Arthrinium phaeospermun - 25,0 - - 20,0 33,3 10,0 31,7 6,7 - - - - - - - - - - - - 
Aspergillus flavus  - - - - - - 5,0 41,7 6,7 5,0 50,0 6,7 5,0 41,7 6,7 - - - - - - 
Aspergillus niger - 10,0 38,3 - 41,7 13,3 - - - 11,7 51,7 6,7 - - - - - - - - - 
Aspergillus terreus - - - 6,7 31,7 3,3 5,0 31,7 - 16,7 75,0 8,3 - - - 16,7 63,3 8,3 16,7 65,0 8,3 
Bipolaris tetramera - - - - - - 5,0 35,0 - - - - - - - - - - - - - 
Clonostachys rosea  16,7 - - - - - 5,0 40,0 - - - - - - - - - - - - - 
Curvularia lunata - 6,7 46,7 - 38,3 - - - - 5,0 41,7 6,7 5,0 41,7 6,7 - - - - - - 
Fusarium equiseti  - - 58,3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Fusarium graminearum  20,0 45,0 - 3,3 10,0 30,0 20,0 20,0 10,0 - - - - - - - - - - - - 
Fusarium oxysporum  - 10,0 21,7 - - - - 33,3 8,3 - - - - - - - - - - - - 
Fusarium sp.1 10,0 28,3 - - - - - - - 5,0 41,7 6,7 - 45,0 - 18,3 65,0 8,3 18,3 58,3 5,0 
Fusarium sp.2 10,0 30,0 5,0 - - - - - - - - - - - - 21,7 66,7 5,0 20,0 66,7 5,0 
Fusarium sp.3 10,0 38,3 3,3 - - - - - - - - - 5,0 41,7 6,7 - - - - 10,0 - 
Fusarium sp.4 13,3 33,3 3,3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Fusarium sp.5 10,0 30,0 3,3 - - - - - - - - - 5,0 41,7 6,7 - - - - - - 
Fusarium sp.6 10,0 28,3 - - - - - - - - - - 5,0 41,7 6,7 - - - - - - 
Fusarium sp.7 - 28,3 10,0 - - - - - - 13,3 50,0 5,0 5,0 41,7 6,7 - 10,0 - - - - 
Fusarium sp.8 - - - - - - 8,3 78,3 3,3 16,7 58,3 6,7 - - - - - - - - - 
Fusarium sp.9 - - - - 21,7 21,7 30,0 41,7 18,3 13,3 56,7 6,7 - - - - - - - - - 
Fusarium sp.10 - 25,0 3,3 5,0 30,0 21,7 8,3 78,3 3,3 13,3 43,3 6,7 - - - - - - - - - 
Fusarium sp.11 10,0 28,3 - - 21,7 21,7 8,3 78,3 3,3 11,7 53,3 6,7 - - - - - - - - - 
Fusarium sp.12 - - - 13,3 36,7 21,7 30,0 41,7 18,3 13,3 53,3 6,7 - - - - - - - - - 
Fusarium sp.13 - - - - 13,3 23,3 - - - 15,0 58,3 5,0 - - - - - - - - - 
Fusarium sp.14 - - - 13,3 38,3 21,7 - - - 13,3 56,7 6,7 5,0 46,7 8,3 - - - 23,3 75,0 8,3 
Fusarium sp.15 - 15,0 23,3 - - - - - - - - - 16,7 50,0 6,7 16,7 65,0 8,3 18,3 75,0 10,0 
Fusarium sp.16 - - - 11,7 28,3 - - - - - - - 5,0 41,7 6,7 16,7 65,0 8,3 16,7 78,3 8,3 
Fusarium sp.17 - - - 6,7 28,3 5,0 - - - 13,3 43,3 6,7 13,3 43,3 6,7 16,7 65,0 8,3 15,0 68,3 8,3 
Macrophomina phaseolina 15,0 78,3 13,3 - - - 10,0 13,3 28,3 - - - 13,3 75,0 7,7 16,7 65,0 8,3 16,7 61,7 8,3 
Mucor mucedo - - - - - - - - - - - - - - - 16,7 65,0 8,3 16,7 58,3 10,0 
Nigrospora  - - - 6,7 23,3 - - - - - - - - - - - - - - - - 
Penicillium rubrum 6,7 23,3 - 8,3 33,3 - 11,0 21,7 9,0 - - - 20,0 69,3 6,7 18,3 58,3 5,0 - - - 
Scopulariopsis brevicaulis  - 41,7 - - - - - 41,7 - - - - - - - - - - - - - 
Trichoderma saturnisporum - - - 6,7 23,3 - - - - 5,0 41,7 6,7 5,0 41,7 6,7 - - - 18,3 68,3 6,7 
Total de especies  11 18 12 10 17 12 14 16 12 15 16 15 13 14 13 11 12 11 13 14 13 
                 
Clasificación  0,1% - 20%  21% - 40%  41% - 60%  61% - 80%  81% - 100%       
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Tabla I.11. Tasa de colonización (TC) y tasa de aislamiento (TA) en siete variedades de soja comúnmente cultivadas en la Región Pampeana, 
Argentina. Campaña agrícola 2013-2014. 
  DM3810 DM4210 DM4670 NA5009 DM4612 DM4913  DM4214   
  raíz tallo hoja planta raíz tallo hoja planta raíz tallo hoja planta raíz tallo hoja planta raíz tallo hoja planta raíz tallo hoja planta raíz tallo hoja planta total 
N°de segmentos incubados 60 60 60 180 60 60 60 180 60 60 60 180 60 60 60 180 60 60 60 180 60 60 60 180 60 60 60 180 1260 
N°de segmentos colonizados 
con una o más sp. 
54 60 26 140 47 51 16 114 45 56 16 117 26 60 19 105 30 58 16 104 41 60 27 128 45 60 30 135 843 
N°de aislamientos 79 315 138 532 49 279 146 474 100 392 47 539 106 490 63 659 65 398 58 521 133 485 56 674 119 428 46 593 3992 
TC (%) 90 100 43,3 77,8 78,3 85 26,6 63,3 75 93,3 26,6 65 43,3 100 31,6 58,3 50 96,6 26,6 57,7 68,3 100 45 71,1 75 100 50 75  
TA 1,3 5,3 2,3 3,0 0,8 4,7 2,4 2,6 1,7 6,5 0,8 3,0 1,8 8,2 1,1 3,7 1,1 6,6 1,0 2,9 2,2 8,1 0,9 3,7 2,0 7,1 0,8 3,3  
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Diversidad de las comunidades de hongos endófitos en las 
diferentes variedades de soja 
 
La diversidad de hongos endófitos, no mostró diferencias significativas entre las 
siete variedades de soja (Tabla I.12). 
 
 
Tabla I.12. Índice de diversidad de Shannon 
  DM3810 DM4210 DM4670 NA5009 DM4612 DM3812 DM4214 
Indice Shannon (H´) 3,7 ± 0,28a 3,28 ± 0,43a 3,34 ± 0,35a 3,33 ± 1,33a 3,19 ± 1,16a 3,65 ± 0,07a 3,45 ± 0,06a 
 
  ANOVA F=0,98      df=6      p=0,44 
 
 
Comparación entre las comunidades 
Para comparar las distintas comunidades se calculó el coeficiente de similitud de 
Jaccard. La Tabla I.13 muestra las comparaciones realizadas y el valor que tomó este 
índice para cada una. 
 
Tabla I.13. Índice de similitud de Jaccard 
 DM3810 DM4210 DM4670 NA5009 DM4612 DM4214 DM4913 
DM3810 1       
DM4210 0,233 1      
DM4670 0,296 0,391 1     
NA5009 0,200 0,571 0,348 1    
DM4612 0,360 0,240 0,115 0,250 1   
DM4214 0,231 0,208 0,174 0,217 0,368 1  
DM4913 0,172 0,240 0,115 0,250 0,333 0,647 1 
 
 
 El valor más alto del Índice de Jaccard estuvo dado entre las variedades 
DM4913 y DM4214 (JI=0,647); la similitud del grupo de hongos endófitos de otras 
variedades fue más bajo (Tabla I.13). 
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Análisis de componentes principales 
El análisis de componentes principales explicó el 62% de la variabilidad total en 
los dos primeros ejes, el 35,24% correspondió al primer eje y el 26,76% al segundo 
eje (Tabla I.14). En la Figura I.13 los vectores representan las variedades de soja, y 
se observan además los aislamientos de hongos endófitos obtenidos. 
La proyección de los tratamientos en el plano de los dos primeros ejes permite 
diferenciar tres grupos (A, B, C), cada uno de ellos formado por una de las siete 
variedades de soja. El grupo A, formado por la variedad DM3810 asociada con las 
especies Fusarium sp. 3, Fusarium sp. 4, Fusarium sp. 5, Fusarium sp. 6, F. equiseti y 
S. brevicaulis. El grupo B, formado por la variedad DM4612 asociada con las especies 
Fusarium sp. 2, Fusarium sp. 15, M. phaseolina y P. rubrum y el grupo C formado por 
la variedad DM4670 asociada con las especies Fusarium sp. 8, Fusarium sp. 9, 
Fusarium sp. 10, Fusarium sp. 11 y Fusarium sp. 12 (Figura I.13). 
 
Tabla I.14. Análisis de componentes principales 
Eigenvalores   
 Eje 1 Eje 2 
Eigenvalores 2,114 1,606 
Percentaje 35,239 26,764 
Percentaje acumulado 35,239 62,003 
 
 
 
 
Tesis Doctoral Russo, María Leticia 
 
- 68 - 
 
 
Figura I.13. Análisis de componentes principales.
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Discusión 
 En este capítulo se estudió la composición de las comunidades fúngicas 
presentes en raíces, tallos y hojas de siete variedades de maíz (Z. mays) y siete 
variedades de soja (G. max), provenientes de diferentes zonas ubicadas dentro de la 
Región Pampeana Argentina, constituyendo este, el primer estudio de diversidad de 
hongos endófitos en plantas de maíz (Russo et al. 2016). En cultivos de soja Larran et 
al. (2002 b) estudiaron previamente la composición de los endófitos en hojas mientras 
que como resultado de este trabajo de tesis se incorporan registros de endófitos 
colonizando la raíz y el tallo también (Russo et al. 2016). Si bien a nivel mundial 
existen varios trabajos en la temática (Fisher et al. 1992; Pimentel et al. 2006; 
Impullitti y Malvick, 2013; Leite et al. 2013; Nur, 2013; Tenguria y Firodiya 2013; 
Fernandes et al. 2015), esta contribución amplía el entendimiento de hongos endófitos 
considerando que algunos de los aislamientos obtenidos son conocidos por ser 
patógenos de soja y/o maíz. Aunque es importante mencionar que ninguna de las 
plantas muestreadas en este estudio mostró síntomas de enfermedad. Cabe destacar 
que algunas de las especies fúngicas identificadas no son conocidas como patógenos y 
las asociaciones funcionales entre estos hongos y las plantas utilizadas permaneces 
aun desconocidas. 
Dos factores son importantes para garantizar el éxito en el aislamiento de 
hongos endófitos, uno de ellos es la correcta desinfección de la superficie de las hojas 
para eliminar los microorganismos epífitos que pudieran existir y el otro es que las 
plantas utilizadas se encuentren libres de síntomas de enfermedades (Sun y Guo, 
2012). A su vez, el tamaño de los fragmentos utilizados de cada planta y el número 
de muestras influyen en el aislamiento y la diversidad de la comunidad de endófitos 
fúngico (Sun y Guo, 2012).  
La metodología seleccionada para obtener los aislamientos fúngicos a partir de 
los diferentes órganos en las diferentes variedades de maíz y de soja, permitió 
corroborar que los hongos crecieron efectivamente desde el interior, siendo estos 
identificados utilizando caracteres morfológicos y/o moleculares. Estas especies 
pertenecen a los órdenes Hypocreales, Pleosporales y Eurotiales. Nuestros hallazgos 
coinciden con Fernandes et al. (2015), quienes registraron en cultivos de soja, 
endófitos pertenecientes a los Órdenes Hypocreales, Pleosporales y Eurotiales,  
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aunque dichos autores también mencionan la presencia de endófitos pertenecientes a 
los órdenes Xylariales, Sordariales y Diaporthales. 
Al igual que Impullitti y Malvick (2013), nuestros resultados mostraron que en 
todas las variedades estudiadas el mayor número de especies de hongos como la 
mayoría de aislamientos se obtuvieron a partir de los tallos. Por otra parte, Pimentel 
et al. (2006) observaron que el mayor número de aislamientos en soja se encontró en 
las hojas.  
 En esta investigación la comparación entre las poblaciones de hongos endófitos 
y el número de aislamientos obtenidos en hojas, tallos y raíces de diferentes 
variedades en las plantas de maíz y soja reveló una tendencia de ciertas especies de 
hongos para colonizar diferentes regiones de la planta, como así también una mayor 
tendencia para colonizar ciertas variedades. En soja, se aislaron los géneros A. 
alternata y Curvularia sp. coincidiendo con los resultados de Larran et al. (2002 b) y 
Leite et al. (2013). En tanto Aspergillus sp. y Fusarium sp. también fueron 
identificados como endófitos (Pimentel et al. 2006; Leite et al. 2013). Fernandes et al. 
(2015), identificaron especies de Chaetomiun sp., F. oxysporum y M. phaseolina. En 
esta tesis, en tallos de soja se identificaron especies de A. alternata, Fusarium sp. y 
Trichoderma sp. Estos resultados coinciden con los hallazgos de Impullitti y Malvick 
(2013). En este estudio se aislaron especies de Aspergillus sp. y Penicillium sp en 
tallo. En raíces, se obtuvieron mayormente aislamientos de Alternaria sp. y Fusarium 
sp., un hallazgo que coincide con los resultados de Fernandes et al. (2015).  
El caso de Fusarium spp. es particularmente interesante porque muchas cepas 
fueron encontradas con frecuencia como endófitos de diferentes plantas (Gotz et al. 
2006; Sun et al. 2014). Especies de Fusarium se han aislado de diversas partes de la 
planta de soja (Roy et al. 2000; Pimentel et al. 2006; Impullitti y Malvick, 2013; 
Kumar y Kaushik, 2013; Leite et al. 2013; Rathod y Pawar, 2013; Fernandes et al. 
2015). Sin embargo, en ningún caso se determinó si estos aislamientos son 
patógenos, inocuos o beneficiosos para la planta. 
Según  Implullitti y Malvick (2013) y Fernandes et al. (2015) géneros tales 
como, Cladosporium, Diaporthe y Phoma fueron muy representativos entre sus 
aislamientos, mientras en este estudio, en coincidencia con el llevado a cabo por 
Pimentel et al. (2006) S. brevicaulis fue aislado de tallos. Sólo una especie del Phylum 
Zygomycota (Mucor mucedo L. (Mucorales: Mucoraceae) fue aislada en este estudio, 
también encontrada como endófito en plantas de Tripterygium wilfordii Hook 
(Celastrales: Celastraceae) (Kumar y Hyde, 2004).  
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En maíz, este estudio concuerda con los realizados por Fisher et al. (1992) y 
Nur (2013) quienes entre los aislamientos de hongos endófitos de raíz encontraron 
especies de Fusarium, Aspergillus, Penicillium y Trichoderma, mientras que en tallos y 
hojas aislaron frecuentemente A. alternata, F. graminearum y Trichoderma sp. 
Las especies de hongos endófitos detectados en las plantas pueden estar 
influenciadas por varios factores, haciendo a veces difícil establecer una relación 
directa entre los hongos aislados y los descriptos en otros estudios, incluyendo el tipo 
de órgano de la muestra, las variedades, el clima en el que crecieron las plantas, si 
las plantas se cultivaron en un monocultivo o policultivo, edad de la planta, la historia 
de cultivos del campo, el número de muestras, el estado nutricional y la cantidad de 
agua de la planta (Fernandes et al. 2015).  
Fisher et al. (1992) detectó que la menor incidencia de infección y colonización 
fúngica en algunos órganos de la planta (como ser en hojas y raíces) podía deberse 
probablemente a que estas partes de las plantas tenían una mayor densidad de 
bacterias, las cuales  podrían inhibir la colonización fúngica. Mayor número de hongos 
endófitos como en los tallos, también se observaron en estudios de soja en Brasil 
(Pimentel et al. 2006). Estos estudios también sugieren que los endófitos pueden 
colonizar exclusivamente ciertos tejidos, por ejemplo, Colletotrichum sp. solamente 
pudo ser aislada a partir de hojas de soja y no de los tallos de las plántulas de soja 
cultivadas en Brasil. En este  estudio, F. equiseti solamente fue aislado de las hojas en 
plantas de soja y S. brevicaulis sólo a partir de tallos. 
Los hongos endófitos pueden ser organismos importantes para la mejora de la 
producción sustentable de cultivos, aunque sus identidades y funciones en una amplia 
gama de plantas están comenzando a ser reveladas. En el futuro deberían llevarse a 
cabo más investigaciones para determinar cuál de estos hongos endófitos naturales 
podría ser utilizado para la promoción del crecimiento de las plantas y para el control 
biológico, aumentando la resistencia a la herbivoría a través de la producción de 
alcaloides y/o micotoxinas. 
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CAPÍTULO II 
Evaluación de distintas técnicas de 
inoculación de hongos 
entomopatógenos en plantas de 
maíz y soja bajo condiciones de 
laboratorio 
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Introducción 
Los hongos entomopatógenos son utilizados como agentes de control biológico 
en todo el mundo y han sido objeto de intensa investigación desde hace más de 100 
años (Vega et al. 2012). Si bien, la mayoría de las investigaciones con respecto al uso 
de estos hongos se han centrado en el desarrollo de métodos inundativos, el 
descubrimiento de su comportamiento endofítico demuestra que la ecología de estos 
microorganismos se extiende más allá de la interacción hongo-insecto y plantea un 
nuevo enfoque para el uso de los hongos entomopatógenos en la agricultura (Vega et 
al. 2009; Roy et al. 2010).  
B. bassiana, M. anisopliae, M. robertsii, L. lecanii y T. cylindrosporum son 
ampliamente conocidos a nivel mundial como hongos entomopatógenos y como 
endófitos pueden vivir dentro de las plantas, sin causar, en general, daño evidente 
para el huésped (Van Bael et al. 2005). Tanto B. bassiana, M. anisopliae, L. lecanii y 
T. cylindrosporum se han aislado como endófitos naturales en diferentes especies 
vegetales (Vega et al. 2008; Sánchez Márquez et al. 2010; Miles et al. 2012; Sánchez 
Márquez et al. 2012, Quesada-Moraga et al. 2014), mientras que B. bassiana, M. 
anisopliae, M. robertsii, L. lecanii y T. cylindrosporum han sido inoculadas 
artificialmente utilizando suspensiones concentradas de conidios a través diferentes 
técnicas (Vega, 2008;Quesada-Moraga  et al. 2014), demostrado así, el éxito de su 
capacidad endofítica (Wagner y Lewis, 2000; Gomez-Vidal et al. 2006; Quesada-
Moraga et al. 2006; Ownleyet al. 2008; Tefera y Vidal, 2009; Biswas et al. 2012).  
B. bassiana es el hongo entomopatógeno mejor estudiado y hasta la fecha se 
ha introducido como endófito en diferentes especies vegetales como café (Coffea 
arabica L. (Gentianales: Rubiaceae)), yute (Corchorus olitorius L. (Malvales: 
Malvaceae)), banana (Musa sp.), adormidera (Papaver somniferum L. (Ranunculales: 
Papaveraceae)), palmera (Phoenix dactylifera L. (Arecales: Arecaceae)), pino (Pinus 
radiata Don. (Pinales: Pinaceae)), sorgo (Sorghum bicolor L. (Poales: Poaceae)), 
cacao (Theobroma cacao L. (Malvales: Malvaceae)), maíz (Z. mays), tomate, (Solanun 
lycopersicum L. (Solanales: Solanaceae)) y judía (Phaseolus vulgaris L. (Fabales: 
Fabaceae)) (Leckie, 2002; Ownley et al. 2004; Posada y Vega, 2005, 2006; Gómez-
Vidal et al. 2006, 2009; Quesada-Moraga et al. 2006; Akello et al. 2007; 
Gurulingappa et al. 2010; Brownbridge et al. 2012; Parsa et al. 2013). En tanto M. 
anisopliae, fue introducido endofiticamente en S. lycopersicum (García et al. 2011). M. 
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robertsii en Panicum virgatum L. (Poales: Poaceae) y P. vulgaris (Sasan y Bidochka 
2012). L. lecanii, fue inoculado en plantas de Gossypium hirsutum L. (Malvales: 
Malvaceae) (Anderson et al. 2007) y T. cylindrosporum en S. lycopersicum y P. 
vulgaris (Herrero et al. 2012). 
El objetivo de este ensayo fue determinar si los hongos entomopatógenos B. 
bassiana, M. anisopliae, M. robertsii, L. lecanii y T. cylindrosporum pueden 
establecerse como microorganismos endófitos en plantas de maíz y soja mediante 
diferentes técnicas de inoculación: aspersión en hoja, inmersión de raíz e inmersión 
de semilla, y así determinar que técnica de inoculación es la más efectiva para cada 
especie vegetal. 
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Materiales y Métodos 
Preparación del inóculo 
Para este ensayo fueron utilizados aislamientos fúngicos provenientes de la 
Colección Micológica del Instituto Carlos Spegazzini (LPSc), La Plata, Buenos Aires, 
Argentina. Los aislamiento fúngicos utilizados fueron los siguientes: B. bassiana LPSc 
902, LPSc 1060, LPSc 1061, LPSc 1062, LPSc 1063, LPSc 1066, LPSc 1067, LPSc 
1080, LPSc 1081, LPSc 1082, LPSc 1083, LPSc 1086, LPSc 1098, LPSc 1156; M. 
anisopliae LPSc 907; M. robertsii LPSc 963; L. lecanii LPSc 1035, LPSc 1069 y LPSc 
1070; T. cylindrosporum LPSc 1065. Estas cepas fueron seleccionadas debido a su 
comprobada eficacia contra insectos plaga y a sus altos valores de actividad 
enzimática (proteolítica, quitinolítica y lipolítica) de acuerdo a los trabajos llevados a 
cabo por Pelizza et al.(2012 a, b).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      
Para obtener la suspensión de conidios, las diferentes cepas de cada especie se 
cultivaron en cajas de Petri con agar papa dextrosa (APG) (Britania®) y se 
mantuvieron a 25 ºC en la oscuridad. Luego de 15 días, se obtuvieron los conidios 
raspando la superficie de las cajas y se colocaron en 10 ml de Tween 80 
(polyoxyethylene sorbitan monolaurate) (Merck®) al 0,01 % (v/v). La suspensión se 
filtro a través de varias capas de gasas para eliminar restos de hifas y para 
homogeneizarla se la agitó durante 10 minutos. La concentración de conidios se 
determinó utilizando una cámara de Neubauer y se ajustó a 1 x 108 conidios/ml según 
Gurulingappa et al. (2010). 
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Plantas 
Las semillas utilizadas en este ensayo fueron obtenidas de productores 
agrícolas de la zona de estudio, correspondieron a la variedad DM3810 de soja y al 
híbrido DK747 de maíz. 
La superficie de las semillas de ambas especies utilizadas para cada una de las 
técnicas de inoculación probada, fue esterilizada mediante la inmersión en una 
solución de alcohol 70 % durante 2 minutos y luego lavadas 2 veces con agua estéril. 
Posteriormente fueron colocadas durante 24 horas en agua destilada estéril 
(Brownbridge et al. 2012). 
 
Preparación del sustrato 
El sustrato utilizado consistió en una mezcla de tierra-perlita-vermiculita en 
partes iguales (1:1:1). Este sustrato, luego de preparado, fue tindalizado en autoclave 
durante períodos de una hora, con intervalos de 24 h en 3 días consecutivos. 
Las semillas de cada uno de los cultivos fueron sembradas en macetas de 
plástico de 330 cm3 de volumen con dicho sustrato. 
Inoculación 
Se probaron tres métodos de inoculación en cada una de las especies: 
aspersión en hoja, inmersión de raíz e inmersión de semillas. Para cada una de estas 
técnicas se hicieron 10 repeticiones con 10 plantas testigo. Se sembraron 4 semillas 
por maceta y se descartaron 3 plantas después de la germinación. 
Las plantas (Figura II.1) se mantuvieron en invernáculo a 25°C y 12 h (L:O) de 
fotoperíodo y fueron regadas cuando lo requirieron. 
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Figura II.1. Plantas de maíz y soja 
 
Técnicas de inoculación 
Aspersión en hojas 
Las plántulas de soja fueron inoculadas a las 2 semanas de edad, momento en 
el cual presentaban 4 hojas verdaderas, mientras que las de maíz se inocularon a las 
2 semanas de edad, cuando presentaron 2 hojas verdaderas.  
El suelo de cada una de las macetas fue cubierto con papel de aluminio para 
evitar el escurrimiento de los conidios (Tefera y Vidal, 2009). Para esta técnica se 
utilizó un atomizador manual con el cual se pulverizaron 2ml de suspensión de 
conidios por planta (Figuras II.2a, 3a), rociando la superficie de todas las hojas. Las 
plantas controles fueron pulverizadas de la misma manera con una solución de agua 
estéril con 2ml Tween 80 al 0,01% (v/v), libre de conidios. 
 
Inmersión de raíz 
Tanto las plantas de maíz como las de soja fueron inoculadas con esta técnica a 
las 3 semanas posteriores a la siembra, transcurrido ese lapso de tiempo cada planta 
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fue retirada de la maceta, se enjuagó 3 veces con agua destilada estéril, se cortaron 
los extremos de las raíces para obtener una mejor absorción y luego fueron colocadas 
individualmente en tubos de ensayo con 2ml de suspensión de conidios (1 x 108 
conidios/ml) (Figuras II.2b, 3b). De esta manera las raíces de todas las plantas 
quedaron totalmente sumergidas. Los controles fueron colocados de la misma manera 
pero se sumergieron en una solución de Tween 80 al 0,01%. Finalmente se cubrió 
cada tubo con papel de aluminio y se dejaron durante 24 h a 25°C, 12 h (L: O) de 
fotoperíodo en cámara de cría (Semedic, I-219PF). Luego las plantas tratadas y las 
controles fueron colocadas sobre papel de filtro estéril hasta que se escurrieran 
completamente y se plantaron en las mismas macetas en las que se encontraban 
creciendo previamente. 
 
Inmersión de semillas 
Ciento veinte semillas de cada una de las especies de plantas estudiadas se 
colocaron dentro de una caja de Petri y se sumergieron en 120ml de una suspensión 
de 1 x 108 conidios/ml (Figuras II.2c, 3c). Las semillas utilizadas para las plantas 
control se sumergieron en una solución de agua estéril con tween 80 al 0,01%. Tanto 
las semillas tratadas como las control se matuvieron en estas condiciones durante 24 
h a 25°C, 12 h (L: O) de fotoperíodo en cámara de cría. Transcurrido este lapso de 
tiempo se escurrieron sobre un papel de filtro estéril durante 30 min. (Tefera y Vidal, 
2009) y se sembraron en macetas a 4 cm de profundidad que se mantuvieron en 
invernáculo a 25 °C  con un fotoperíodo de 12 h. 
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Figura II.2. Técnicas de inoculación en maíz: a) Aspersión en hoja, b) Inmersión de raíz, c) 
Inmersión de semilla. 
 
(b) 
(c) 
) 
(a) 
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Figura II.3. Técnicas de inoculación en soja: a) Aspersión en hoja, b) Inmersión de raíz, c) 
Inmersión de semilla. 
 
(a) 
(b) 
(c) 
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Re-aislamiento del hongo 
La colonización de las plantas por las diferentes cepas de hongos se evaluó a 
los 7, 14, 21 y 28 días posteriores a la inoculación para las técnicas de inmersión de 
raíz y aspersión en hojas, mientras que los resultados de la técnica de inmersión de 
semillas fueron evaluados luego de tres semanas posteriores a la siembra de las 
mismas. 
Para cada técnica se utilizaron 10 plantas por fecha y 10 plantas testigo, cada 
una se separó en raíz, tallo y hoja, se esterilizaron en superficie por inmersión 
sucesiva en alcohol 70% durante 2 minutos, en hipoclorito de sodio (lavandina 
comercial 55g Cl/L) durante 2 minutos y finalmente se enjuagaron 2 veces con agua 
destilada estéril y la eficacia de la esterilización se evaluó pipeteando alícuotas del 
enjuague final y sembrándolo en medio de cultivo sólido (Posada y vega, 2005; Tefera 
y Vidal, 2009; Parsa et al. 2013; Vidal y Jaber, 2015 y Greenfield et al. 2016). Cada 
órgano de la planta se cortó con bisturí estéril en segmentos de 1 x 1cm, los cuales se 
colocaron en cajas de Petri (6 segmentos por caja) con 20ml de APG y 2ml de 
antibiótico (0,5g estreptomicina-0,25g cloranfenicol) (Vega et al. 2008). Todas las 
cajas se colocaron en estufa a 25°C y se evaluaron pasados los 10 días. 
Se examinaron 120 plantas y 2160 fragmentos de plantas por cada cepa 
inoculada, evaluándose en total 2400 plantas y 43200 fragmentos. Esto se repitió 
tanto para maíz como para soja. 
 
Análisis de datos 
Los datos fueron expresados como frecuencias de colonización: frecuencia de 
colonización = (número de fragmentos de plantas colonizadas / número total de 
fragmentos de plantas) x 100 (Tefera y Vidal, 2009). 
Las diferencias entre las técnicas de inoculación, los órganos de las plantas, el 
tiempo y la frecuencia de colonización para las distintas cepas de hongos fueron 
analizadas por medio de un Análisis de la Varianza (ANOVA) de tres vías y sus medias 
fueron comparadas por medio de un test de Tukey (p<0,05) utilizando el programa 
InfoStat versión 2004. Los valores porcentuales fueron transformados a arcoseno para 
estabilizar la varianza.  
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Resultados 
Tanto en maíz como en soja, no se registró crecimiento de ninguna de las 
especies de hongos entomopatógenos en los controles no inoculados (datos no 
mostrados). El método de esterilización resultó ser eficaz ya que no se observó 
crecimiento de ninguna de las cepas probadas al sembrar el último enjuague de la 
esterilización y las técnicas de inmersión de semila e inmersión de raíz no redujeron la 
germinación de las semilas o el crecimiento de las plántulas y tampoco se observaron 
raíces enfermas (datos observados y no mostrados). Todas las técnicas de inoculación 
utilizadas lograron introducir con éxito a todas las cepas de B. bassiana en las dos 
especies de plantas estudiadas. M. anisopliae y M. robertsii pudieron establecerse en 
las plantas excepto mediante la técnica de inmersión de semilla, mientras que las tres 
cepas de L. lecanii y la cepa de T. cylindrosporum no fueron capaces de establecerse 
en maíz y soja a través de ninguna de las técnicas estudiadas. 
El análisis estadístico realizado para cada cepa mostró diferencias significativas 
(p<0,0001) en cuanto a la eficacia entre las diferentes técnicas de inoculación, como 
así también en las interacciones triples, demostrando que los tres factores (técnica, 
órgano y tiempo) son importantes en la recuperación de cada cepa fúngica (Tablas 
II.1, 2). 
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Tabla II.1. Resultado de análisis de la varianza (ANOVA) en maíz
 Maíz F df p   Maíz F df p 
B. bassiana 
1098  
Técnica 1169,98 2 <0,0001  
B. bassiana 
1067  
Técnica 205,73 2 <0,0001 
Órgano 54,25 2 <0,0001  Órgano 10,66 2 <0,0001 
Tiempo 386,28 3 <0,0001  Tiempo 186,87 3 <0,0001 
técnica*órgano 290,46 4 <0,0001  técnica*órgano 19,48 4 <0,0001 
técnica*tiempo 20,07 6 <0,0001  técnica*tiempo 11,2 6 <0,0001 
órgano*tiempo 25,96 6 <0,0001  órgano*tiempo 9,6 6 <0,0001 
técnica*órgano*tiempo 10,08 12 <0,0001  técnica*órgano*tiempo 3,91 12 <0,0001 
           
 Maíz F df p    Maíz F df p 
B. bassiana 
1086  
Técnica 114,07 2 <0,0001  
B. bassiana 
1080  
Técnica 73,88 2 <0,0001  
Órgano 2,99 2 0,0515  Órgano 0,13 2 0,8781 
Tiempo 101,21 3 <0,0001  Tiempo 136,36 3 <0,0001  
técnica*órgano 22,71 4 <0,0001  técnica*órgano 28,23 4 <0,0001  
técnica*tiempo 31,93 6 <0,0001  técnica*tiempo 17,33 6 <0,0001  
órgano*tiempo 1,59 6 0,1481  órgano*tiempo 4,11 6 0,0005 
técnica*órgano*tiempo 4,25 12 <0,0001  técnica*órgano*tiempo 8,75 12 <0,0001  
           
  Maíz F df p    Maíz F df p 
B. bassiana 
1063  
Técnica 295,28 2 <0,0001  
B. bassiana 
1066  
Técnica 156,02 2 <0,0001 
Órgano 19,86 2 <0,0001  Órgano 0,76 2 0,4705 
Tiempo 615,88 3 <0,0001  Tiempo 281,85 3 <0,0001 
técnica*órgano 294,55 4 <0,0001  técnica*órgano 76,36 4 <0,0001 
técnica*tiempo 59,73 6 <0,0001  técnica*tiempo 12,4 6 <0,0001 
órgano*tiempo 32,17 6 <0,0001  órgano*tiempo 6,36 6 <0,0001 
técnica*órgano*tiempo 63,89 12 <0,0001  técnica*órgano*tiempo 6,54 12 <0,0001 
           
  Maíz F df p    Maíz F df p 
B. bassiana 
1156  
Técnica 47,71 2 <0,0001   
B. bassiana 
1060  
Técnica 57,23 2 <0,0001 
Órgano 5,24 2 0,0057  Órgano 2,96 2 0,0531 
Tiempo 163,1 3 <0,0001   Tiempo 111,2 3 <0,0001 
técnica*órgano 59,08 4 <0,0001   técnica*órgano 40,72 4 <0,0001 
técnica*tiempo 4,87 6 0,0001  técnica*tiempo 3,52 6 0,0022 
órgano*tiempo 2,15 6 0,0472  órgano*tiempo 7,11 6 <0,0001 
técnica*órgano*tiempo 7,81 12 <0,0001   técnica*órgano*tiempo 2,35 12 0,0066 
           
  Maíz F df p    Maíz F df p 
B. bassiana 
1061  
Técnica 27,63 2 <0,0001   
B. bassiana 
1062  
Técnica 184,05 2 <0,0001 
Órgano 6,45 2 0,0018  Órgano 18,64 2 <0,0001 
Tiempo 242,91 3 <0,0001   Tiempo 325,07 3 <0,0001 
técnica*órgano 45,92 4 <0,0001   técnica*órgano 61,55 4 <0,0001 
técnica*tiempo 7,58 6 <0,0001   técnica*tiempo 12,48 6 <0,0001 
órgano*tiempo 8,42 6 <0,0001   órgano*tiempo 8,08 6 <0,0001 
técnica*órgano*tiempo 8,02 12 <0,0001   técnica*órgano*tiempo 6,59 12 <0,0001 
           
  Maíz F df p    Maíz F df p 
B. bassiana 
1082  
Técnica 78,19 2 <0,0001  
B. bassiana 
1083  
Técnica 60,28 2 <0,0001 
Órgano 2,04 2 0,1315  Órgano 10,56 2 <0,0001 
Tiempo 151,16 3 <0,0001  Tiempo 178,69 3 <0,0001 
técnica*órgano 36,22 4 <0,0001  técnica*órgano 39,32 4 <0,0001 
técnica*tiempo 5,11 6 <0,0001  técnica*tiempo 7,51 6 <0,0001 
órgano*tiempo 4,18 6 0,0005  órgano*tiempo 9,73 6 <0,0001 
técnica*órgano*tiempo 2,72 12 0,0016  técnica*órgano*tiempo 5,81 12 <0,0001 
           
  Maíz F df p    Maíz F df p 
B. bassiana 
1081  
Técnica 65,9 2 <0,0001  
B. bassiana 
902  
Técnica 258,79 2 <0,0001 
Órgano 1,3 2 0,2734  Órgano 1,87 2 0,1554 
Tiempo 168,19 3 <0,0001  Tiempo 453,91 3 <0,0001 
técnica*órgano 29,28 4 <0,0001  técnica*órgano 107,84 4 <0,0001 
técnica*tiempo 3,1 6 0,0057  técnica*tiempo 32,24 6 <0,0001 
órgano*tiempo 3,22 6 0,0044  órgano*tiempo 16,35 6 <0,0001 
técnica*órgano*tiempo 2,98 12 0,0006  técnica*órgano*tiempo 12,23 12 <0,0001 
           
  Maíz F df p    Maíz F df p 
M. anisopliae 
907  
Técnica 570,7 2 <0,0001  
M. robertsii 
963  
Técnica 291,85 2 <0,0001 
Órgano 14,59 2 <0,0001  Órgano 13,39 2 <0,0001 
Tiempo 446,71 3 <0,0001  Tiempo 314,14 3 <0,0001 
técnica*órgano 281,92 4 <0,0001  técnica*órgano 106,05 4 <0,0001 
técnica*tiempo 112,37 6 <0,0001  técnica*tiempo 82,52 6 <0,0001 
órgano*tiempo 17,19 6 <0,0001  órgano*tiempo 11,96 6 <0,0001 
técnica*órgano*tiempo 35,42 12 <0,0001  técnica*órgano*tiempo 32,27 12 <0,0001 
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Tabla II.2. Resultado de análisis de la varianza (ANOVA) en soja 
 Soja F df p   Soja F df p 
B. bassiana 
1098  
Técnica 201,52 2 < 0,0001  
B. bassiana 
1067  
Técnica 9,26 2 0,0001 
Órgano 28,13 2 < 0,0001  Órgano 7,12 2 0,0009 
Tiempo 81,42 3 < 0,0001  Tiempo 16,18 3 <0,0001 
técnica*órgano 26,53 4 < 0,0001  técnica*órgano 3,23 4 0,0128 
técnica*tiempo 5,43 6 < 0,0001  técnica*tiempo 0,11 6 0,9949 
órgano*tiempo 2 6 0,0646  órgano*tiempo 0,77 6 0,5920 
técnica*órgano*tiempo 3,17 12 0,0003  técnica*órgano*tiempo 0,88 12 0,5656 
           
  Soja F df p    Soja F df p 
B. bassiana 
1086  
Técnica 61,67 2 <0,0001  
B. bassiana 
1080  
Técnica 35,41 2 <0,0001 
Órgano 8,1 2 0,0004  Órgano 20,84 2 <0,0001 
Tiempo 107,8 3 <0,0001  Tiempo 93,9 3 <0,0001 
técnica*órgano 15,51 4 <0,0001  técnica*órgano 2,8 4 0,0260 
técnica*tiempo 16,48 6 <0,0001  técnica*tiempo 11,15 6 <0,0001 
órgano*tiempo 3,41 6 0,0028  órgano*tiempo 5,97 6 <0,0001 
técnica*órgano*tiempo 5,02 12 <0,0001  técnica*órgano*tiempo 4 12 <0,0001 
           
  Soja F df p    Soja F df p 
B. bassiana 
1063  
Técnica 9,43 2 0,0001  
B. bassiana 
1066  
Técnica 110,75 2 <0,0001 
Órgano 8,47 2 0,0003  Órgano 7,32 2 0,0008 
Tiempo 70,23 3 <0,0001  Tiempo 339,78 3 <0,0001 
técnica*órgano 12,03 4 <0,0001  técnica*órgano 81,88 4 <0,0001 
técnica*tiempo 1,14 6 0,3408  técnica*tiempo 21,99 6 <0,0001 
órgano*tiempo 0,78 6 0,5826  órgano*tiempo 17,27 6 <0,0001 
técnica*órgano*tiempo 5,1 12 <0,0001  técnica*órgano*tiempo 8,77 12 <0,0001 
           
  Soja F df p    Soja F df p 
B. bassiana 
1156  
Técnica 46,82 2 <0,0001  
B. bassiana 
1060  
Técnica 34,01 2 <0,0001 
Órgano 30,65 2 <0,0001  Órgano 12,85 2 <0,0001 
Tiempo 106,47 3 <0,0001  Tiempo 136,9 3 <0,0001 
técnica*órgano 15,43 4 <0,0001  técnica*órgano 34,18 4 <0,0001 
técnica*tiempo 12,66 6 <0,0001  técnica*tiempo 6,02 6 <0,0001 
órgano*tiempo 5,68 6 <0,0001  órgano*tiempo 3,54 6 0,0021 
técnica*órgano*tiempo 2,36 12 0,0065  técnica*órgano*tiempo 5,87 12 <0,0001 
           
  Soja F df p    Soja F df p 
B. bassiana 
1061 
Técnica 117,8 2 <0,0001   
B. bassiana 
1062  
Técnica 3,06 2 0,0482 
Órgano 0,48 2 0,6223  Órgano 8,66 2 0,0002 
Tiempo 102,76 3 <0,0001   Tiempo 69,51 3 <0,0001 
técnica*órgano 2,58 4 0,0371  técnica*órgano 11,52 4 <0,0001 
técnica*tiempo 26,68 6 <0,0001   técnica*tiempo 4,47 6 0,0002 
órgano*tiempo 0,5 6 0,8071  órgano*tiempo 1,74 6 0,1101 
técnica*órgano*tiempo 1,18 12 0,2984  técnica*órgano*tiempo 3,52 12 0,0001 
           
  Soja F df p    Soja F df p 
B. bassiana 
1082  
Técnica 129,51 2 <0,0001  
B. bassiana 
1083  
Técnica 461,75 2 <0,0001 
Órgano 2,52 2 0,0819  Órgano 10,45 2 <0,0001 
Tiempo 135,86 3 <0,0001  Tiempo 130,17 3 <0,0001 
técnica*órgano 26,16 4 <0,0001  técnica*órgano 51,32 4 <0,0001 
técnica*tiempo 37,91 6 <0,0001  técnica*tiempo 41,09 6 <0,0001 
órgano*tiempo 2,06 6 0,0572  órgano*tiempo 7,35 6 <0,0001 
técnica*órgano*tiempo 5,21 12 <0,0001  técnica*órgano*tiempo 10,32 12 <0,0001 
           
  Soja F df p    Soja F df p 
B. bassiana 
1081  
Técnica 270,18 2 <0,0001  
B. bassiana 
902  
Técnica 7,66 2 0,0006 
Órgano 32,92 2 <0,0001  Órgano 1,13 2 0,3258 
Tiempo 154,76 3 <0,0001  Tiempo 43,32 3 <0,0001 
técnica*órgano 113,32 4 <0,0001  técnica*órgano 4,09 4 0,0030 
técnica*tiempo 43,88 6 <0,0001  técnica*tiempo 0,73 6 0,6241 
órgano*tiempo 5,38 6 <0,0001  órgano*tiempo 0,51 6 0,8021 
técnica*órgano*tiempo 13,8 12 <0,0001  técnica*órgano*tiempo 0,91 12 0,5332 
           
  Soja F df p    Soja F df p 
M. 
anisopliae907 
Técnica 377,16 2 <0,0001   
M. robertsii 
963  
Técnica 308,93 2 <0,0001  
Órgano 4,19 2 0,0160  Órgano 11,42 2 <0,0001  
Tiempo 450,57 3 <0,0001   Tiempo 302,69 3 <0,0001  
técnica*órgano 137,91 4 <0,0001   técnica*órgano 171,78 4 <0,0001  
técnica*tiempo 116,18 6 <0,0001   técnica*tiempo 93,5 6 <0,0001  
órgano*tiempo 9,98 6 <0,0001   órgano*tiempo 28,22 6 <0,0001  
técnica*órgano*tiempo 30,46 12 <0,0001   técnica*órgano*tiempo 40,38 12 <0,0001  
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Aspersión en hoja 
En maíz y soja todas las plantas inoculadas fueron colonizadas por todas las 
cepas de B. bassiana, y por la cepa 907 de M. anisopliae y la 963 de M. robertsii. 
El mayor número de aislamientos se obtuvo a partir de las hojas a los 7 días 
posteriores a la inoculación, observándose, en general, una disminución significativa 
en el porcentaje de fragmentos colonizados a través del tiempo en ambas especies 
vegetales. 
Se pudo demostrar claramente que la cepa de B. bassiana LPSc 1098 fue la 
más exitosa ya que a los 7 días la recuperación en las hojas de soja fue del 100% 
(Figura II.20). En lo que respecta a las plantas de maíz la recuperación del 100% 
también pudo lograrse a los 7 días, no registrándose diferencias significativasa los 14, 
21 y 28 días (Figura II.4). En los tallos de las plántulas de maíz y soja se pudo 
recuperar esta cepa fúngica en el 90% de los casos a los 7 días, resultados que no 
pudieron obtenerse con ninguna de las otras cepas estudiadas. Por otro lado, se 
observó que en soja la cepa B. bassiana LPSc 1081 (Figura II.32) no pudo recuperarse 
de las raíces en ninguno de los tiempos analizados.  
El establecimiento de las tres especies de hongos como endófito en raíces, tallo 
y hojas mostró una disminución significativa en el porcentaje de colonización a través 
del tiempo.  
Tanto para maíz como para soja, las dos especies de Metarhizium fueron 
reaisladas de cada uno de los órganos analizados, observándose tasas de colonización 
que no superaron el 60%, 40% y 16% en hojas, tallos y raíces respectivamente 
(Figuras II.18, 19, 34, 35), mostrando una menor colonización cuando se las compara 
con las obtenidas para B. bassiana. 
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Figura II.4. Porcentaje de recuperación de B. bassiana LPSc 1098  en raíz, tallo y hoja; con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de maíz. Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
 
Figura II.5. Porcentaje de recuperación de B. bassiana LPSc 1067 en raíz, tallo y hoja; con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de maíz. Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
 
Figura II.6. Porcentaje de recuperación de B. bassiana LPSc 1086 en raíz, tallo y hoja; con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de maíz.Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
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Figura II.7. Porcentaje de recuperación de B. bassiana LPSc 1080 en raíz, tallo y hoja; con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de maíz.Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
 
Figura II. 8. Porcentaje de recuperación de B. bassiana LPSc 1063 en raíz, tallo y hoja; con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de maíz.Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
 
Figura II. 9. Porcentaje de recuperación de B. bassiana LPSc 1066 en raíz, tallo y hoja; con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de maíz.Letras distintas indican diferencias significativas de 
acuerdotest de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. Las barras indican el 
error estándar de la media. 
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Figura II.10. Porcentaje de recuperación de B. bassiana LPSc 1156 en raíz, tallo y hoja; con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de maíz.Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
 
Figura II.11. Porcentaje de recuperación de B. bassiana LPSc 1060 en raíz, tallo y hoja; con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de maíz.Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
 
Figura II.12. Porcentaje de recuperación de B. bassianaLPSc 1061 en raíz, tallo y hoja; con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de maíz.Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
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Figura II.13. Porcentaje de recuperación de B. bassiana LPSc 1062 en raíz, tallo y hoja; con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de maíz.Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
 
Figura II.14. Porcentaje de recuperación de B. bassiana LPSc 1082 en raíz, tallo y hoja; con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de maíz. Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
 
Figura II.15. Porcentaje de recuperación de B. bassiana LPSc 1083 en raíz, tallo y hoja; con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de maíz. Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
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Figura II.16. Porcentaje de recuperación de B. bassiana LPSc 1081 en raíz, tallo y hoja; con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de maíz.Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
 
Figura II.17. Porcentaje de recuperación de B. bassianaLPSc 902 en raíz, tallo y hoja; con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de maíz.Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
 
Figura II.18. Porcentaje de recuperación de M. anisopliae LPSc 907 en raíz, tallo y hoja; con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de maíz.Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
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Figura II.19. Porcentaje de recuperación de M. robertsii LPSc 963 en raíz, tallo y hoja; con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de maíz. Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
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Inmersión de raíz 
Todas las cepas de B. bassiana y ambas especies de Metarhizium lograron 
colonizar endofíticamente mediante esta técnica de inoculación a ambas especies de 
plantas.  
En maíz, los mayores porcentajes de reaislamientos se obtuvieron de las raíces 
a los 7 días luego de la inoculación siendo 63,3% el mayor porcentaje de colonización 
obtenido, el cual fue registrado para la cepa B. bassiana LPSc 1098 (Figura II.4). 
Posteriormente observamos un descenso en el reaislamiento a medida que transcurrió 
el tiempo.  
En soja, en cambio, con las cepas B. bassiana LPSc 1080 (Figura II.23), B. 
bassiana LPSc 1156 (Figura II.26), B. bassiana LPSc 1061 (Figura II.28), B. bassiana 
LPSc 1060 (Figura II.27), B. bassiana LPSc 1082 (Figura II.30), B. bassiana LPSc 
1083 (Figura II.31), B. bassiana LPSc 902 (Figura II.33) y con ambas especies de 
Metarhizium LPSc 963 y LPSc 907 (Figuras II.34, 35) se obtuvieron los mayores 
porcentajes de reaislamientos en raíces a los 7 días posteriores a la inoculación. En 
tanto, en las cepas B. bassiana LPSc 1098 (Figura II.20), B. bassiana LPSc 1067 
(Figura II.21), B. bassiana LPSc 1086 (Figura II.22), B. bassiana LPSc 1063 (Figura 
II.24), B. bassiana LPSc 1066 (Figura II.25) y B. bassiana LPSc 1062 (Figura II.29), el 
análisis estadístico no mostró diferencias significativas entre raíces y tallo a los 7 días. 
La cepa B. bassiana LPSc 1062 (Figura II.29) fue la que mayor frecuencia de 
colonización mostró en las hojas. 
Es importante destacar, que con esta técnica no se registró ningún aislamiento 
de hongo entomopatógeno a los 28 días posteriores a la inoculación en ambas 
especies de plantas (Figuras II.4 a la 35). 
 
Inmersión de semilla 
Las especies de Metarhizium inoculadas mediante esta técnica no pudieron ser 
reaisladas de ninguno de los órganos de las plantas estudiadas. Por el contrario, B. 
bassiana pudo establecerse dentro de las plantas de ambas especies, mostrando 
variación entre las diferentes cepas y observándose que el  porcentaje de colonización 
se registró a los 7 días posteriores a la inoculación. 
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En plantas de maíz, las cepas B. bassiana LPSc 1080 (Figura II.7), B. bassiana 
LPSc 1063 (Figura II.8) y B. bassiana LPSc 1086 (Figura II.6) sólo fueron reaisladas 
de raíz. El resto de las cepas fueron reaisladas de raíz, tallo y hoja. La mayor y menor 
frecuencia de colonización fue observada en las cepas B. bassiana LPSc 1156 (Figura 
II.10) y B. bassiana LPSc 1086 (Figura II.6) con frecuencias de colonización del 56% 
y 15% respectivamente en raíz a los 7 días posteriores a la inoculación. 
En soja, las cepas B. bassiana LPSc 1081 (Figura II.32), B. bassiana LPSc 1082 
(Figura II.30), B. bassiana LPSc 1061 (Figura II.28) y B. bassiana LPSc 1086 (Figura 
II.22) pudieron ser reaisladas en raíces y tallos a los 7 días posteriores a la 
inoculación con un porcentaje promedio en raíz y tallo de 40% y 16,6% 
respectivamente, mostrando en cada cepa diferencias significativas (p<0,0001) entre 
ambos órganos. Las cepas B. bassiana LPSc 1063 (Figura II.24), B. bassiana LPSc 
1066 (Figura II.25), B. bassiana LPSc 1060 (Figura II.27) y B. bassiana LPSc 1083 
(Figura II.31), no pudieron establecerse en las hojas, aunque si lo hicieron en raíces y 
tallos a los 7, 14 y 21 días posteriores a la inoculación, alcanzando porcentajes de 
colonización mayores que las cepas mencionadas anteriormente. Las cepas fúngicas 
restantes lograron introducirse y permanecer en las hojas. Es importante  mencionar 
que la cepa B. bassiana LPSc 1067 (Figura II.21) fue la única que pudo reaislarse a 
los 28 días posteriores a la inoculación. 
 
 
Figura II.20. Porcentaje de recuperación de B. bassiana LPSc 1098 en raíz, tallo y hoja, con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de soja.Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
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Figura II.21. Porcentaje de recuperación de B. bassiana LPSc 1067 en raíz, tallo y hoja, con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de soja.Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
 
Figura II.22. Porcentaje de recuperación de B. bassiana LPSc 1086 en raíz, tallo y hoja, con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de soja.Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
 
Figura II.23. Porcentaje de recuperación de B. bassiana LPSc 1080 en raíz, tallo y hoja, con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de soja.Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
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Figura II.24. Porcentaje de recuperación de B. bassiana LPSc 1063 en raíz, tallo y hoja, con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de soja.Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
 
Figura II.25. Porcentaje de recuperación de B. bassiana LPSc 1066 en raíz, tallo y hoja, con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de soja.Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
 
Figura II.26. Porcentaje de recuperación de B. bassiana LPSc 1156 en raíz, tallo y hoja, con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de soja.Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
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Figura II.27. Porcentaje de recuperación de B. bassiana LPSc 1060 en raíz, tallo y hoja, con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de soja.Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
 
Figura II.28. Porcentaje de recuperación de B. bassiana LPSc 1061 en raíz, tallo y hoja, con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de soja.Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
 
Figura II.29. Porcentaje de recuperación de B. bassiana LPSc 1062 en raíz, tallo y hoja, con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de soja.Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
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Figura II.30. Porcentaje de recuperación de B. bassiana LPSc 1082 en raíz, tallo y hoja, con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de soja.Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
 
Figura II.31. Porcentaje de recuperación de B. bassiana LPSc 1083 en raíz, tallo y hoja, con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de soja.Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
 
Figura II.32. Porcentaje de recuperación de B. bassiana LPSc 1081 en raíz, tallo y hoja, con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de soja.Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
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Figura II.33. Porcentaje de recuperación de B. bassiana LPSc 902 en raíz, tallo y hoja, con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de soja.Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
 
Figura II.34. Porcentaje de recuperación de M. anisopliae LPSc 907 en raíz, tallo y hoja, con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de soja.Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a 
test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media. 
 
Figura II.35. Porcentaje de recuperación de M. robertsii LPSc 963 en raíz, tallo y hoja, con diferentes 
técnicas de inoculación en plantas de soja.Letras distintas indican diferencias significativas de 
acuerdo a test de Tukey (p<0,05). Las barras indican el error estándar de la media.
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En síntesis, las tres técnicas de inoculación utilizadas demostraron ser efectivas 
para la introducción de B. bassiana, siendo la cepa LPSc 1098 y la técnica de 
aspersión en hoja la más exitosa tanto para maíz como para soja (Figuras II.36 a, b). 
Con las técnicas de inmersión de semilla e inmersión de la raíz se pudo demostrar que 
la presencia de los hongos entomopatógenos como endófitos son capaces de 
desplazarse a través de los tejidos de las plantas de maíz y soja, entrando por las 
raíces y las semillas para luego ser aisladas en tallos y hojas.  
De igual manera, la técnica de aspersión en hoja demostró la capacidad de los 
hongos entomopatógenos de entrar por medio de este órgano hacia el interior de las 
plantas, desplazarse por los distintos tejidos, para luego poder ser aislados a partir de 
tallo, raíz y las mismas hojas. 
 
 
 
Figura II.36. Reaislamiento de la cepa B. bassiana LPSc 1098 a) maíz, b) soja 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(a) (b) 
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Discusión 
Este estudio demuestra que las tres técnicas de inoculación (aspersión foliar, 
inmersión de raíz e inmersión de semilla) fueron efectivas para introducir las 
diferentes cepas de B. bassiana en las plantas de maíz y soja. Por el contrario, las 
cepas de M. anisopliae y M. robertsii pudieron establecerse únicamente mediante las 
técnicas de aspersión foliar e inmersión de raíz, mientras que las cepas probadas de L. 
lecanii y la cepa de T. cylindrosporum no se incorporaron en las plantas de maíz y 
soja, por ninguna de las tres técnicas de inoculación mencionadas anteriormente. 
En este estudio la eficacia de la esterilización se evaluó pipeteando alícuotas del 
enjuague final del procedimiento de esterilización y sembrándolo en medio de cultivo 
sólido (Posada y vega, 2005; Tefera y Vidal, 2009; Parsa et al. 2013; Vidal y Jaber, 
2015 y Greenfield et al. 2016), a diferencia de otros estudios que comprobaron la 
eficacia de esterilización marcando la impronta del tejido vegetal esterilizado sobre un 
medio sólido (McKinnon et al. 2017). 
Es importante mencionar que la colonización endofítica de estos hongos 
entomopatógenos depende de varios factores, como lo son el método de inoculación, 
la concentración del inóculo, la edad de la planta y de las especies de plantas 
estudiadas (Fernandes et al. 2015). 
Al igual que en plantas de maíz (Gurulingappa et al. 2010), amapola (Quesada 
Moraga et al. 2006), habas (Parsa et al. 2013) y sorgo (Tefera y Vidal, 2009), en este 
estudio, la mejor técnica para la introducción de las distintas cepas fúngicas fue la 
aspersión foliar. Se observó además que la mayor recuperación de B. bassiana y de 
las diferentes especies de Metarhizium utilizadas en este estudio, ocurrió en hojas, a 
los 7 días posteriores a la inoculación. 
Por otro lado, cuando la inoculación de las plantas se realizó en las raíces o 
semillas, la mayor cantidad de aislamientos se obtuvieron de raíces y en menor 
proporción en hojas, debido a que más probable la colonización por el hongo aplicado 
en la parte de la planta que estaba en contacto directo con el inoculo y menos 
probable o ausente en las partes de la planta distantes del lugar de aplicación 
(Greenfield et al. 2016). Es importante mencionar que el porcentaje de aislamiento 
fue disminuyendo a medida que transcurrió el tiempo. Estos resultados coinciden con 
los realizados por Parsa et al. (2013) en habas, Greenfield et al. (2016) en mandioca 
y Brownbridg et al. (2012) en pino. Por el contrario un estudio llevado a cabo por 
Tesis Doctoral Russo, María Leticia 
 
- 101 - 
Batta (2013) en plantas de colza, demostró que los hongos entomopatógenos 
Metarhizium sp. y Beauveria sp. fueron mayormente aislados a las 4 semanas 
posteriores a la inoculación. 
Sin embargo, en contraste con el éxito de la inoculación de hojas que se pudo 
observar que en este estudio, algunos trabajos indican que la hoja no sería una vía 
adecuada de entrada del hongo para colonizar plantas como el café (Posada et al. 
2007) y el tomate (Qayyum et al. 2015), donde la mayor recuperación de B. bassiana 
después de la inoculación se produjo a partir de las plantas de café inoculadas por 
inyección directa y de las de tomate inoculadas a través de la raíz. 
B. bassiana, M. anisopliae y M. robertsii pudieron establecerse como endófito en 
plantas de maíz y soja. Al igual que lo registrado por Parsa et al. (2013) y Brownbridg 
et al. (2012), el tratamiento de semillas o raíz con estos hongos entomopatógenos, no 
redujo la germinación de las semillas o el crecimiento de las plántulas y tampoco se 
observaron raíces enfermas (datos observados y no mostrados). 
En coincidencia con estos resultados, Tefera y Vidal (2009) y Posada y Vega 
(2005), demostraron que la colonización de Beauveria y Metarhizium fue diferente 
entre las distintas partes de la planta. La razón para una mayor colonización de las 
hojas y tallos no está clara, pero podría reflejar las diferentes condiciones fisiológicas 
en los órganos de la planta y diferencias en contenidos microbianos, ya que, más allá 
de utilizar sustrato estéril y esterilizar las semillas no se garantiza que las plantas 
estén libres de endófitos naturales. (Posada y Vega, 2005; Vega, 2008; Quesada 
Moraga et al. 2009). La colonización de las diferentes partes de la planta indica que el 
hongo se mueve dentro de ella de manera sistémica (Ownley et al. 2008; Quesada 
Moraga et al. 2009; Akutse et al. 2013). 
Con respecto a las posibles razones para explicar la baja recuperación del 
inóculo a los 28 días posteriores a la inoculación se pueden mencionar: a) el métodos 
utilizado para aislar los diferentes hongos que puede no ser lo suficientemente 
sensibles para asegurar la recuperación del inóculo, b) la competencia de otros 
hongos y bacterias en el sistema, c) la respuesta del huésped al hongo no permitiendo 
el establecimiento de un equilibrio en la coexistencia (relación endofítica) de ambos 
organismos, conduciendo de esta manera a la inhibición del crecimiento de Beauveria 
y Metarhizium (Posada et al. 2007). También es posible que el método de 
esterilización haya tenido consecuencias inhibiendo la aparición, teniendo en cuenta 
que se utilizaron pequeñas secciones de la planta, el procedimiento elegido debe ser 
optimizado para la planta huésped con respecto al tipo de tejido y a su sensibilidad, 
tal como lo ha referido Brownbridg et al. (2012).  
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CAPÍTULO III 
Efecto de Beauveria bassiana como 
endófito sobre el crecimiento y 
rendimiento de plantas de maíz y 
soja 
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Introducción 
El hongo entomopatógeno B. bassiana ha sido probado como agente de control 
biológico contra diversas plagas. Como endófito, se ha encontrado de forma natural 
en varias especies de plantas (Vega, 2008) mientras que en otras se han introducido 
artificialmente (Gurulingappa et al. 2010; Brownbridge et al. 2012; Akello y Sikora, 
2012; Parsa et al. 2013; Quesada-Moraga et al. 2014b; López y Sword, 2015; Russo 
et al. 2015), colonizando a las plantas de forma sistémica (Quesada-Moraga et al. 
2006; Gurulingappa et al. 2010; Russo et al. 2015) o localizada (Wearn et al. 2012; 
Yan et al. 2015). 
Los hongos entomopatógenos como endófitos son importantes debido a que 
producen diversos metabolitos con una amplia gama de posibles usos en la agricultura 
como el ácido oxálico, la beauvericina, efrapeptinas y destruxinas (Selim et al. 2012; 
Qayyum et al. 2015). Recientemente, se ha demostrado que ciertos hongos 
entomopatógenos pueden desempeñar otra función en la naturaleza como agentes 
promotores del crecimiento de plantas mediante el aumento de ciertos parámetros, 
como el largo de la raíz, el peso seco, peso fresco, área foliar, germinación de las 
semillas, altura y rendimiento de las plantas, e incluso mejorar su nutrición (Kabaluk y 
Ericsson, 2007; Ownley et al. 2008; Vega, 2008; Vega et al. 2009; Sasan y Bidochka, 
2012; García López et al. 2013; Maag et al. 2013; Liao et al. 2014; Sánchez 
Rodríguez et al. 2015). 
En diferentes cultivos, donde las plantas fueron inoculadas con hongos 
entomopatógenos, se comprobó que han producido aumentos significativos en el 
crecimiento y rendimiento: en cultivos de maíz y cebollas (Kabaluk y Ericsson 2007), 
en tomate y algodón (Ownley et al. 2004; Griffin et al. 2005; Ownley et al. 2008, 
Castillo Lopez y Sword 2015; Qayyum et al. 2015), en sorgo (Tefera y Vidal 2009), en 
mandioca (Greenfield et al. 2016) y en banana (Akello et al. 2008 a, b). Una de las 
ventajas de la utilización de hongos endófitos promotores del crecimiento vegetal 
sería la disminución del uso de fertilizantes químicos, los cuales poseen elevadas 
cantidades de nitrógeno, fósforo y potasio, que en general sólo son absorbidas por las 
plantas entre un 10% y un 40% del total del fertilizante aplicado por el productor, el 
resto se pierde provocando la contaminación del agua, el aire, la tierra y afectando 
directamente al hombre. La visión innovadora de la producción agrícola atrae a la 
creciente demanda de fertilizantes orgánicos basados en productos biológicos, donde 
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los hongos surgen como una alternativa a los productos químicos (Bhardwaj et al. 
2014). 
El objetivo de este capítulo fue utilizar la técnica de inoculación más eficiente 
(probada en el capítulo II), es decir, la aspersión de plantas jóvenes y el aislamiento 
fúngico que con mayor frecuencia se pudo aislar de las plantas inoculadas bajo 
condiciones de laboratorio, para evaluar si produce algún efecto en el crecimiento y 
rendimiento de las plantas de maíz y soja. 
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Materiales y Métodos 
Inoculación de las plantas de maíz y soja y su 
establecimiento en el campo 
Se utilizó la cepa LPSc 1098 de B. bassiana, que fue seleccionada en función de 
su alta capacidad de esporulación y principalmente a su alta tasa de colonización 
vegetal, tal como se pudo observar en el capítulo II. Para obtener la suspensión de 
conidios, este aislamiento fúngico se cultivó en cajas de Petri con agar papa dextrosa 
(APG) mantenidas durante 15 días a 25 ºC en oscuridad. La concentración de conidios 
fue preparada según Gurulingappa et al. (2010), la cual se determinó utilizando una 
cámara de Neubauer y se ajustó a 1 x 108 conidios/ml. 
Las plantas se obtuvieron siguiendo la metodología descriptas en el capítulo II. 
Se mantuvieron en invernáculo a 25 °C y 12 h de fotoperíodo y fueron regadas 
diariamente. Transcurridas dos semanas todas las plantas fueron inoculadas (dentro 
del invernáculo para evitar el deterioro de los conidios mediante la exposición a los 
rayos UV) a través del método de aspersión que demostró previamente ser la técnica 
más efectiva para introducir la cepa de B. bassiana como endófito en ambas especies 
de plantas. 
Dos semanas después de efectuarse la inoculación tanto las plantas tratadas 
como las controles de ambas especies fueron trasplantadas a campo de manera 
aleatorea, para ellos se sembraron dos parcelas, una de 12 x 12 m. para el maíz y 
otra de 10 x 10 m. para la soja, respetando la época de siembra de cada cultivo 
(Figuras III.1, 4). Las plantas de maíz se distribuyeron en la parcela formando seis 
surcos de diez plantas cada uno distanciados 0,75 m. entre sí. En cada uno de ellos 
las plantas estuvieron separadas a 0,50 m. de distancia. Por otro lado, las plantas de 
soja se distribuyeron en la parcela formando seis surcos de diez plantas cada uno 
distanciados a 0,50 m. entre sí. En cada uno de ellos las plantas estuvieron separadas 
a 0,35 m. de distancia. 
Este ensayo se realizó en la localidad de Alberti, ubicada en el Noroeste de la 
provincia de Buenos Aires, siendo la precipitación media anual de 1000 mm y su 
temperatura media de 16°C (www.trigoklein.com.ar/estacion-meteorológica). Ambas 
especies  forman parte de sus cultivos principales, características que aseguraron que 
las plantas lleguen a su madurez fisiológica en óptimas condiciones (Figuras III.2, 5).
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Figura III.1. Plantas de maíz trasplantadas a condiciones de campo 
 
 
Figura III.2. Plantas de maíz alcanzando su madurez fisiológica 
 
 
Figura III.3. Plantas de maíz que han completado su ciclo 
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Figura III.4. Plantas de soja trasplantadas a condiciones de campo 
 
Figura III.5. Plantas de soja alcanzando su madurez fisiológica 
 
Figura III.6. Plantas de soja que han completado su ciclo 
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Crecimiento y rendimiento de las plantas 
El efecto producido por B. bassiana LPSc 1098 actuando como endófito sobre el 
crecimiento de las plantas se determinó al cabo de 5 meses, cuando las mismas 
habían completado su ciclo (Figuras III.3, 6).  
Para las plantas de maíz se determinó: altura de la planta, número de hojas,  
altura y número de nudo en dónde emerge la primer mazorca, cantidad de hileras de 
granos por mazorca y cantidad de granos por hilera, peso de granos por planta,  
número de mazorcas por planta y rendimiento que fue calculado según Diestéfano et 
al. (2010).  
Para las plantas de soja se determinó la altura de la planta, cantidad de ramas 
por planta, cantidad de vainas por rama y por planta, peso de vainas por rama y por 
planta, cantidad de semillas por vaina, por rama y por planta, peso de semillas por 
rama y por planta y el rendimiento según Diestéfano y Gadbán (2010). 
En este experimento se utilizaron 30 plantas inoculadas y 30 plantas controles 
para cada cultivo. Los controles tuvieron el mismo tratamiento pero fueron inoculados 
con una solución de tween 80 (Merck®) al 0,01 % (v/v) sin el agregado de inoculo 
fúngico.  
 
Transmisión vertical 
Para evaluar si existe transmisión vertical (de planta a semilla), se tomaron 10 
semillas de cada planta tratada y 10 semillas de cada planta control, se esterilizaron 
superficialmente según la técnica de Akello y Sikora (2012), se cortaron y colocaron 
en cajas de Petri con medio de cultivo selectivo para hongos entomopatógenos 
(Posada et al. 2012) (Figuras III.7a, b). Las cajas se mantuvieron en cámaras 
incubadoras (Semedic, I-219PF) a 25ºC y oscuridad durante un período de 10 días.  
También se tomaron otras 10 semillas de cada planta tratada (n=300) y 10 
controles (n=300) y se sembraron en macetas con sustrato estéril. Las macetas se 
mantuvieron en invernáculo bajo condiciones controladas de temperatura, humedad y 
fotoperíodo (24ºC, 75% HR, 14:10 L: O). Para confirmar la presencia del hongo como 
endófito, se realizaron cortes de 10 x 10 mm de tejido vegetal de las hojas de cada 
una de las plantas tratadas y controles. Estas porciones de tejido vegetal fueron  
esterilizadas superficialmente mediante baños sucesivos en hipoclorito de sodio 0.5%, 
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etanol 70%, agua destilada estéril y luego se colocaron sobre papel de filtro estéril y 
se dejaron secar bajo condiciones de esterilidad en cámara de flujo laminar. 
Posteriormente fueron depositados en cajas de Petri que contenían medio de cultivo 
Agar Papa Glucosa (APG) más antibiótico (0,5g estreptomicina-0,25g cloranfenicol). 
Se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura (25 ºC) y en oscuridad, 
durante 10 días. 
 
 
 
 
Figura III.7. Evaluación de la transmisión vertical de B. bassiana a) maíz, b) soja 
(a) 
(b) 
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Poder germinativo de las semillas obtenidas 
Tanto para las plantas de soja como para las de maíz se calculó el poder 
germinativo de las semillas obtenidas tanto de las plantas tratadas como de las 
controles. El poder germinativo (PG) se determinó según normas de la Asociación 
Internacional de Análisis de Semillas (ISTA, 2007), siguiendo el protocolo de Luna y 
Iannone, (2013) modificado, para ello se utilizaron 3 muestras de 100 semillas por 
repetición de cada uno de los tratamientos ensayados. Como sustrato se empleó 
arena esterilizada y humedecida. La germinación de las semillas se realizó en cámara 
a 25 ºC y 12 horas de luz. El recuento se efectuó a los 8 días, registrándose el 
número de plántulas normales, anormales y las semillas muertas. El poder 
germinativo se calculó como el porcentaje (%) de semillas que han logrado germinar 
y producir plántulas que pueden ser categorizadas como normales al final del período 
del ensayo de laboratorio. 
Análisis de datos 
El poder germinativo, el rendimiento y cada uno de los parámetros de 
crecimiento registrados para las plantas de maíz y soja inoculadas con B. bassiana y 
las no inoculadas (controles) fueron comparadas por mediode un test de t.  
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Resultados 
Efecto de B. bassiana sobre el crecimiento de las plantas 
El hongo entomopatógeno B. bassiana promovió el desarrollo de las plantas. 
Los parámetros de crecimiento evaluados en las plantas de maíz inoculadas con B. 
bassiana fueron significativamente mayores que en las plantas controles: altura de la 
planta (T=5,49; gl=58; p<0,0001), número de hojas (T=6,83; gl=58; p<0,0001), 
altura donde emerge la primer mazorca (T=2,85; gl=58; p=0,0064), número de nudo 
donde emerge la primer mazorca (T=3,87; gl=58; p=0,0003), cantidad de hileras de 
granos por mazorca (T=6,49; gl=58; p<0,0001), cantidad de granos por hilera 
(T=5,83; gl=58; p<0,0001), número de mazorcas por planta (T=4,20; gl=58; 
p<0,0001), peso de semillas por planta (T=5,56; gl=58; p<0,0001) y rendimiento 
(T=5,73; gl=4; p=0,0046).  
También en las plantas de soja los parámetros de crecimiento evaluados fueron 
significativamente mayores con respecto a las plantas controles: altura de las plantas 
(T=4,49; gl=58; p<0,0001), número de ramas por planta (T=4,38; gl=58; 
p<0,0001), peso de vainas por rama (T=3,71; gl=58; p=0,0005), peso de vainas por 
planta (T=4,85; gl=58; p<0,0001), número de vainas por rama (T=2,87; gl=58; 
p=0,0057), número de vainas por planta (T=4,32; gl=58; p<0,0001), cantidad de 
semillas por vaina (T=3,48; gl=58; p=0,0009), cantidad de semillas por rama 
(T=4,54; gl=58; p<0,0001), cantidad de semillas por planta (T=4,88; gl=58; 
p<0,0001), peso de semillas por rama (T=1,57; gl=58; p=0,05), peso de semillas por 
planta (T=4,17; gl=58; p<0,0001) y rendimiento (T=2,67 gl=4; p=0,0456). 
Los valores medios de cada uno de los parámetros evaluados para las plantas 
tratadas y controles de maíz y soja se muestran en las Figuras III.8, 9 
respectivamente. 
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Figura III.8. Parámetros de crecimiento evaluados en plantas de maíz: a) Altura de la planta 
(cm), b) N° de hojas, c) Altura de la primer mazorca (cm), d) N° de mazorcas/planta y N° 
nudo de la primer mazorca, e) N° hilera de grano/mazorca y N° granos/hilera, f) Peso 
semillas/planta (g), g) Rendimiento (Kg/ha). Las barras indican el error estándar de la media. 
 
 
  
0 
5 
10 
15 
20 
25 
30 
35 
40 
N° hileras de granos/mazorca N° granos/hilera 
Tratadas Control   (e) 
0 
50 
100 
150 
200 
250 
Peso semillas/plantas 
 (
g)
 
Tratadas Control (f) 
0 
3000 
6000 
9000 
12000 
15000 
18000 
Rendimiento 
 (
K
g/
h
a)
 
Tratadas Control (g) 
Tesis Doctoral Russo, María Leticia 
 
- 114 - 
 
 
 
 
 
0 
10 
20 
30 
40 
50 
60 
70 
80 
(c
m
) 
Altura 
Tratadas Control (a) 
0 
0,5 
1 
1,5 
2 
2,5 
3 
3,5 
4 
4,5 
N° ramas/planta 
Tratadas Control   (b) 
0 
20 
40 
60 
80 
100 
120 
140 
160 
peso vainas/rama peso vainas/planta 
(g
) 
Tratadas Control    (c) 
0 
10 
20 
30 
40 
50 
60 
70 
80 
N° vainas/rama N° vainas/planta 
Tratadas Control    (d) 
Tesis Doctoral Russo, María Leticia 
 
- 115 - 
 
 
 
 
 
0 
0,5 
1 
1,5 
2 
2,5 
3 
3,5 
N° semillas/vaina 
Tratadas Control (e) 
0 
20 
40 
60 
80 
100 
120 
140 
N° semillas/rama 
Tratadas Control    (f) 
0 
50 
100 
150 
200 
250 
300 
350 
400 
450 
N° semillas/planta 
Tratadas Control (g) 
0 
20 
40 
60 
80 
100 
120 
140 
160 
180 
200 
peso semillas/rama peso semillas/planta 
(g
) 
Tratadas Control   (h) 
Tesis Doctoral Russo, María Leticia 
 
- 116 - 
 
 
Figura III.9. Parámetros de crecimiento evaluados en plantas de soja: a) Altura de la planta 
(cm), b) N° de ramas/planta, c) peso vainas/rama y peso vainas/planta (g), d) N° de 
vainas/rama y número de vainas/planta, e) número de semillas/vaina, f) número de 
semillas/rama, g) N° de semillas/planta, h) peso de semillas/rama y peso de semillas/planta 
(g), i) Rendimiento (Kg/ha). Las barras indican el error estándar de la media. 
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Transmisión vertical de B. bassiana y poder germinativo 
de las semillas obtenidas 
Los resultados de este estudio demostraron que la cepa LPSc 1098 de B. 
bassiana no se transmitió verticalmente a través de las plantas de la generación 
parental. 
No obstante, cuando se analizó el poder germinativo de las semillas obtenidas 
de las plantas tratadas y controles, los valores medios obtenidos para las plantas de 
maíz demostraron que en aquellas plantas tratadas el poder germinativo fue 
significativamente menor (T=3,01, gl=4, p<0,0395) que en las plantas controles. En 
cambio, en el caso de las plantas de soja, el poder germinativo de las plantas tratadas 
fue significativamente mayor (T=8,55,  gl=4,  p<0,0010) en relación al de las plantas 
controles. (Tabla III.1). 
 
Tabla III.1. Poder germinativo de las semillas obtenidas de las plantas 
tratadas y controles 
 Soja Maíz 
 Tratadas Control Tratadas Control 
Poder germinativo (%) 99 ±  0,5a 86 ± 1b 77 ± 5,5 a 89 ± 2b 
Letras distintas indican diferencias significativas  
 
Los efectos de la inoculación de la cepa LPSc 1098 de B. bassiana tanto en las 
plantas de maíz como en las de soja fueron positivos con respecto a las plantas 
controles (sin tratar), promoviendo de esta manera el crecimiento de las mismas. A 
pesar de que no se registraron efectos adversos en ninguna de las plantas inoculadas, 
cabe destacar que el poder germinativo de las plantas de maíz inoculadas disminuyó 
con respecto a los controles, siendo este el único efecto adverso encontrado a lo largo 
del ensayo. 
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Discusión 
 Los resultados mostraron que el hongo entomopatógeno B. bassiana afectó 
positivamente todos los parámetros de crecimiento evaluados tanto en las plantas de 
maíz como en las de soja. Posada y Vega (2006) registraron resultados similares en 
plántulas de café, sin observar signos perjudiciales en la salud de las plantas, 
mientras que Ownley et al. (2004), Griffin et al. (2005) y Ownley et al. (2008), 
observaron que la aplicación de B. bassiana como endófito en plantas de tomate y 
algodón produjo un aumento significativo en la altura de dichos cultivos. 
Castillo López y Sword (2015), demostraron una mejora en el crecimiento de 
plantas de algodón en respuesta a la inoculación con B. bassiana y Purpureocillium 
lilacinum (Thom) Samson (Hypocreales: Ophiocordycipitaceae), observando un 
aumento en el peso seco de la planta y un aumento en el tamaño de las estructuras 
reproductivas. De la misma manera Greenfield et al. (2016) demostraron un mayor 
crecimiento de las plantas de mandioca cuando fueron inoculadas con B. bassiana y 
M. anisopliae. 
En tanto la investigación realizada por Qayyum et al. (2015) en plantas de 
tomate inoculadas con dos cepas distintas de B. bassiana, demostró que una de ellas, 
promovió el crecimiento de las plantas a diferencia de la otra que produjo un retraso 
en el crecimiento y el desarrollo de las plantas y una reducción en el tamaño de los 
frutos. 
Por otro lado Lewis et al. (2002) reportaron que no hubo diferencias en el 
crecimiento en plantas de maíz inoculadas con B. bassiana y tampoco observaron una 
reducción en la germinación de las semillas o el desarrollo de las plántulas. De la 
misma manera Tefera y Vidal (2009) tampoco notaron efectos adversos ni cambios en 
el crecimiento en plantas de sorgo. 
En este estudio se observó que el rendimiento aumentó significativamente en 
ambas especies de plantas tratadas, en coincidencia con resultados similares de  
estudios a campo llevados a cabo en cultivos de maíz y cebollas tratados con hongos 
entomopatógenos (Kabaluk y Ericsson, 2007).  
A diferencia de Quesada-Moraga et al. (2014 b), quienes constataron en plantas 
de amapola que B. bassiana se puede transferir verticalmente, los resultados de este 
estudio no pudieron demostrar tal efecto, aunque si, se pudo observar en soja que el 
poder germinativo de las semillas obtenidas en plantas inoculadas con B. bassiana, 
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aumentó considerablemente en relación a las plantas no tratadas. Este resultado no 
se observó en las plantas de maíz inoculadas con la misma cepa fùngica. 
En cuanto a los mecanismos que subyacen en la mejora del crecimiento de las 
plantas, estudios previos postulan que podría deberse a que el hongo 
entomopatógeno B. bassiana reduce los daños ocasionados por insectos plaga y/o 
actúa de manera antagónica frente a ciertos patógenos, favoreciendo de esta manera 
el mayor desarrollo de las plantas (Ownley et al. 2008). Mientras que otros estudios 
realizados principalmente con hongos endófitos, no entomopatógenos, han 
demostrado que dichos efectos pueden ser ya sea debido a la fijación de los 
nutrientes del suelo o la producción de hormonas de crecimiento (auxinas, giberelinas 
y citoquininas) (Castillo López y Sword, 2015). 
Aunque la presente investigación no tuvo como objetivo dilucidar el mecanismo 
por el cual se produjo una mejora en el crecimiento de las plantas de maíz y soja que 
presentaban al hongo entomopatógeno B. bassiana como endófito, si brindó 
evidencias de un notable incremento en el crecimiento y rendimiento de estas plantas 
tratadas, sin mostrar efectos adversos en su desarrollo. Para las plantas de soja la 
importancia de estos resultados radica en que constituyen los primeros registros de la 
acción de B. bassiana como endófito accionando en aspectos tanto morfológicos como 
reproductivos los cuales son deseados para mejorar la producción agrícola.  
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CAPÍTULO IV 
Efectos de Beauveria bassiana 
como endófito en plantas de maíz y 
soja sobre dos especies plaga 
Spodoptera frugiperda y 
Helicoverpa gelotopoeon 
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Introducción 
 Noctuidae constituye la familia más diversa dentro del Orden Lepidoptera e 
incluye el mayor número de especies de importancia agrícola (Specht et al. 2004). 
S. frugiperda,  conocida comúnmente como "gusano cogollero", es una especie  
con una amplia distribución geográfica en América, la cual va desde el sur de los 
Estados Unidos de Norteamérica hasta Argentina y Chile. Es un insecto polífago y es 
considerado la plaga más importante del cultivo del maíz, aunque también afecta en 
menor medida a los cultivos de soja, alfalfa, algodón, arroz, avena, caña de azúcar, 
cebolla, poroto, papa, sorgo, tomate y trigo. (Casmuz et al. 2010; Murúa et al. 2003; 
Murúa y Virla, 2004). 
Deposita entre 40 y 600 huevos dispuestos en masa sobre las hojas y tallos, los 
mismos son cubiertos por una tela fina formada con las escamas del cuerpo de la 
hembra adulta. Los huevos recién depositados son verdosos y luego se tornan de 
color castaño con finas estrías. El período embrionario dura de 2 a 3 días y durante el 
desarrollo larvario son fáciles de reconocer porque las larvas poseen 4 puntos negros 
formando un trapecio en el dorso del antepenúltimo segmento abdominal. Los 
primeros estadios larvales son color verde claro y a partir del cuarto estadio adquiere  
tonalidades más oscuras. En el quinto estadio la sutura cefálica representa una “Y” 
invertida y la larva llega a medir 35-40 mm. Desarrolla 6 estadios larvales que duran 
aproximadamente entre 15 y 28 días, y luego empupan en el suelo (Caccia et al. 
2014). Los adultos son grisáceos llegando a medir hasta 40 mm de expansión alar. El 
ciclo de vida de estos insectos oscila entre 19 y 48 días, lo cual depende de la 
temperatura, acortándose entre más elevada sea esta y sucediendo lo opuesto si esta 
disminuye (Urretabizkaya et al. 2010). 
Debido a la particularidad de este lepidóptero de formar grandes poblaciones, la 
gran voracidad y desplazamiento de sus larvas y la alta tasa de dispersión de los 
adultos, S. frugiperda es considerada una plaga extremadamente peligrosa siendo una 
de las más destructivas del continente americano, produciendo una importante 
reducción sobre el rendimiento del cultivo de maíz (García y Clavijo, 1989). 
Por otro lado, H. gelotopoeon, es conocida como "oruga bolillera". Se trata de 
una especie endémica de Argentina, Chile, Uruguay, Paraguay y Brasil. Es un 
lepidóptero polífago, plaga del cultivo de soja y daña principalmente vainas, hojas y 
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tallos. También afecta al algodón, cebolla y girasol, entre otros cultivos (Pastrana, 
2004; Specht et al. 2004; Fichetti et al. 2009).  
Desde hace varios años sus poblaciones se han vuelto más abundantes en la 
región pampeana y viene generando problemas en el cultivo de soja, tanto en los 
primeros estadios vegetativos (V1-V3), como cuando el cultivo está formando sus 
granos (R5-R6) (Caccia et al. 2014). 
La hembra llega a colocar de 300 a 1000 huevos en forma aislada sobre las 
hojas. Estos son hemisféricos, blancos perlados y con estrías que se unen en el ápice. 
El período embrionario se extiende de 5 a 10 días. Las larvas presentan 5 estadios 
que se desarrollan aproximadamente entre 15 y 25 días según la temperatura, son de 
color pardo a grisáceo oscuro, llegando a medir al final de su periodo larval entre 35 y 
45 mm. Empupan en el suelo y emergen los adultos, que miden de 28-35 mm. Su 
ciclo se completa en 40-45 días (Urretabizkaya et al. 2010). 
El método de control comúnmente utilizado para ambas plagas es el uso de 
insecticidas, los cuales pueden tener efectos adversos sobre la salud humana, alteran 
las relaciones de las especies en el agroecosistema, matan los organismos benéficos y  
promueven que la plaga desarrolle poblaciones resistentes (Holguín y Bellotti, 2004; 
Bellotti et al. 2005; Valerio, 2006; Caccia et al. 2014). En consecuencia, se necesitan 
enfoques alternativos al el control químico y los hongos entomopatógenos se 
consideran uno de estos enfoques más prometedores como agentes de control 
biológico de muchas especies de insectos (Batta, 2013).  
Los hongos entomopatógenos como endófitos pueden vivir dentro de las plantas 
y, en general, no causar daño evidente para el huésped (Van Bael et al. 2005, Cap. III 
de esta Tesis), aunque su uso como endófitos contra los insectos todavía es limitado. 
Se supone que la presencia de estos hongos en diferentes especies de plantas puede 
influir la dinámica de la población de herbívoros. 
Algunas especies de hongos entomopatógenos como B. bassiana y M. anisopliae 
han sido introducidas en diferentes especies de plantas demostrando así el éxito de su 
capacidad endofítica contra diferentes plagas. 
Hasta el momento, mediante ensayos de laboratorio e invernáculo se pudo 
demostrar la acción insecticida de B. bassiana como endófito para controlar a Sesamia 
calamistis Hampson (Lepidoptera: Noctuidae) en plantas de maíz (Cherry et al. 2004); 
Cosmopolites sordidus Germar (Coleoptera: Curculionidae) en plantas de banana 
(Akello et al. 2008b); Hypothenemus hampei Ferrari (Coleoptera: Curculionidae) en 
plantas de café (Vega et al. 2008); Iraella luteipes Thompson (Hymenoptera: 
Cynipidae) en plantas de P. somniferum L. (Quesada-Moraga et al. 2009); H. 
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armigera en Vicia faba L. (Fabales: Fabaceae) (Jaber y Vidal 2010); dípteros en V. 
faba y en plantas de tomate (Akutse et al. 2013; Qayyum et al. 2015), Sesamia 
nonagrioides Lefebvre (Lepidoptera: Noctuidae) en plantas de sorgo (Mantzoukas et 
al. 2015); coleópteros en P. vulgaris (Mutune et al. 2016); y Helicoverpa zea Boddie 
(Lepidoptera: Noctuidae) en algodón (Castillo Lopez y Sword 2015). Por otro lado, M. 
anisopliae ha demostrado actuar contra Plutella xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae) 
en plantas de canola (Batta, 2013). En la mayoría de los estudios anteriormente 
mencionados la reducción en el daño causado por las plagas se ha atribuido a la 
acumulación de micotoxinas en los tejidos de la planta (Castillo Lopez y Sword 2015). 
El objetivo de este capítulo fue evaluar aspectos biológicos, reproductivos, los 
principales parámetros poblacionales y la preferencia alimenticia, de dos especies 
plaga S. frugiperda y H. gelotopoeon de los cultivos de maíz y soja respectivamente, 
que presentaban el hongo entomopatógeno B. bassiana como endófito.  
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Materiales y Métodos 
Selección de la cepa fúngica, preparación de la solución 
fúngica e inoculación de las plantas de maíz y soja 
Al igual que en el capítulo III se utilizó la cepa LPSc 1098 de B. bassiana de la 
colección de cultivos del Instituto Spegazzini, La Plata, Argentina. La elección de esta 
cepa fúngica se basó en su comprobada eficacia como biocontrolador de insectos 
plaga en ensayos de laboratorio (Pelizza et al. 2012 a, b) y principalmente en su alta 
tasa de colonización vegetal, tal como se pudo observar en el capítulo II.  
La especie fúngica fue identificada a partir de datos morfológicos y moleculares. 
Para la identificación molecular, se obtuvo el ADN a partir de cultivos monospóricos 
según Stenglein y Balatti (2006). La reacción de PCR se llevó a cabo en un 
termociclador XP (Bioer Tecnología Co., Hangzhou, China) y se usaron pares de 
cebadores universales ITS 5-ITS 4 para amplificar la región ITS del ADNr (White et al. 
1990). La reacción y la purificación del fragmento obtenido a partir de la reacción de 
PCR como el proceso de la secuenciación se realizaron de acuerdo a Canel et al. 
(2013). Similitudes del fragmento con las secuencias de datos previamente publicados 
fueron examinados con BLASTn (Altschul et al. 1990) en el Centro Nacional para la 
Información Biotecnológica (NCBI). La secuencia generada en este estudio se subió al 
GenBank (número de acceso KT163259) y fue comparada con las cepas de referencia 
(números de accesos KU726564, KU158472, KT443982), obteniendo como resultado 
un % de ID y cobertura del 100% y e-value=0.0. 
 
 
La preparación de la solución de conidios e inoculación de las plantas de maíz y 
soja se realizó tal como se describió en el capítulo II. La solución de conidios se ajustó 
a 1x108 conidios/ml y las plantas de maíz y soja fueron inoculadas a través del 
método de aspersión de hojas que demostró previamente ser la técnica más efectiva 
para introducir la cepa de B. bassiana en ambas especies vegetales. 
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Cría de Lepidópteros 
Las especies S. frugiperda y H. gelotopoeon fueron criadas en bioterio bajo 
condiciones controladas de temperatura, humedad relativa y fotoperiodo (25 ± 2ºC, 
70-75% HR y 14 L: 10 O) en el Instituto Spegazzini para utilizarlas en la realización 
de los bioensayos. 
Los huevos (Figura IV.1a) para el inicio de la colonia de S. frugiperda fueron 
gentilmente provistos por la Empresa AgIdea, ubicada en la ciudad de Pergamino 
(www.agidea.com.ar). 
Para la cría de S. frugiperda se utilizó el protocolo de Murúa et al. (2003): los 
huevos fueron colocados en recipientes de plástico de 500 cm3 conteniendo dieta 
artificial (Figura IV.2a) (Murúa et al. 2003, modificada) (ver anexo). A partir del tercer 
estadio (Figura IV.2b), las larvas fueron colocadas individualmente en tarros de 50 
cm3, ya que luego del segundo estadio esta especie presenta canibalismo. Cuando 
llegaron a estado de pupa, se sexaron (Figura IV.3a, b), se esterilizaron (ver anexo) 
para eliminar la presencia de algún posible patógeno y se colocaron en tarros de 
plástico de 500 cm3 hasta la emergencia de los adultos. 
 Al emerger los adultos, tanto hembras como machos fueron transferidos a una 
jaula de copulación, la cual contenía en su interior papel plegado para permitir el 
reposo y la oviposición,  permitiendo así, la manipulación de las masas de huevos. En 
la parte superior de la jaula se colocó un trozo de algodón impregnado con una 
solución azucarada (Greene et al. 1976) (ver anexo) que sirvió de alimento (Figura 
IV.4). 
La recolección de los huevos y la reposición de la dieta de los adultos fueron  
realizadas diariamente.  
Los huevos (Figura IV.1b) para el inicio de la colonia de H. gelotopoeon fueron 
provistos por el Instituto de Microbiología y Zoología Agrícola (IMYZA), del INTA 
Castelar. 
Se utilizó como base la técnica de cría de Mihn modificada (1984). Los huevos 
fueron colocados en recipientes de plástico de 500 cm3 conteniendo dieta artificial (de 
la misma manera que para S. frugiperda) (Figura IV.1a) (Patana 1977 modificada) 
(ver anexo). Inmediatamente después de la muda al segundo estadio, las larvas se 
dispusieron en cajas plásticas con dieta artificial para evitar el canibalismo; para ello 
se colocó una larva por recipiente con un bloque de alimento de aproximadamente 
2cm3. Los recipientes fueron revisados cada tres días, retirando las heces y 
reponiendo el alimento. Cuando se obtuvieron las pupas se sexaron (Figuras IV.3a, 
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b), se esterilizaron (ver anexo) y se colocaron en tarros de plástico de 500 cm3 hasta 
la emergencia de los adultos. 
Al emerger los adultos, tanto hembras como machos fueron transferidos a una 
jaula de copulación, la cual contenía en su interior papel plegado para permitir el 
reposo y la oviposición, permitiendo así, la manipulación de las masas de huevos. En 
la parte superior de la jaula se colocó un trozo de algodón impregnado con una 
solución azucarada (Greene et al. 1976) (ver anexo) que sirvió de alimento (Figura 
IV.4). 
La recolección de los huevos y la reposición de la dieta de los adultos fueron  
realizadas diariamente.  
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Figura IV.1. Huevos de Lepidópteros a) S. frugiperda, b) H. gelotopoeon 
 
 
Figura IV.2. Recipientes con dieta artificial a) con huevos, b) con larvas 
(a) (b) 
(a) 
(b) 
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Figura IV.3. Pupas a) macho b) hembra 
 
 
Figura IV.4. Jaulas de copulación 
 
 
(a) (b) 
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Efecto de Beauveria bassiana sobre el crecimiento y la 
reproducción de los insectos 
Aspectos biológicos 
A partir de los huevos obtenidos en la primera generación de laboratorio se 
formaron 2 cohortes de cada especie de insecto, una para cada tratamiento, de esta 
manera se utilizaron dos grupos de 100 huevos de cada especie (200 huevos de S. 
frugiperda y 200 huevos de H. gelotopoeon) los cuales fueron individualizados y 
colocados cada uno en una caja de Petri para favorecer su alimentación y analizar la 
duración del ciclo de vida. Todos los insectos se mantuvieron en condiciones de 
laboratorio respetando la Tº, HR y fotoperíodo inherente a cada una de las especies. 
Para alimentar a S. frugiperda se les ofreció plantas de maíz inoculadas con B. 
bassiana y no inoculadas (controles) y a H. gelotopoeon con plantas de soja 
inoculadas con B. bassiana y no inoculadas (controles). Las hojas tanto de soja como 
de maíz fueron ofrecidas a los 7 días posteriores a la inoculación y fueron renovadas 
diariamente.  
Se observó el desarrollo y la duración de los diferentes estados del desarrollo 
(huevo, estadios larvales, pupa y adulto), la cantidad de individuos de edad x que se 
registraron (nx), la mortalidad (proporción de la cohorte original que muere durante la 
edad x) (dx), como así también la proporción de sexos resultante. Las larvas se 
revisaron diariamente para determinar la transición (muda) al siguiente estadio por la 
observación visual de las cápsulas cefálicas o la mortalidad. Las pupas fueron sexadas 
de acuerdo con la metodología descrita por Angulo y Weigert (1975) y transferidas a 
recipientes de 500 cm3 para favorecer el desarrollo de los adultos. Dichos adultos se 
colocaron en parejas (macho y hembra) y se transfirieron a recipientes de plástico 
transparente de 2000 cm3 como se describió más arriba para permitir la oviposición.  
Los individuos que murieron fueron colocados en cámara húmeda para 
confirmar la muerte por acción del hongo entomopatógeno. 
 
Aspectos reproductivos 
Se estimaron los siguientes parámetros reproductivos: 
Duración del periodo de oviposición. Tasa de supervivencia específica por edad 
(lx): donde se registró la cantidad de días vividos por edad, tanto para los insectos 
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alimentados con plantas tratadas como para los alimentados con las plantas control, 
desde su nacimiento hasta su muerte. Fecundidad especifica por edad (mx): calculada 
como el número de huevos producidos diariamente por individuos de edad x de 
acuerdo a Chi (1988). Fertilidad: calculada como: (huevos eclosionados / huevos 
puestos) x 100 (Schneider et al. 2009). 
 
Parámetros poblacionales 
Con los datos obtenidos se construyó una tabla de vida horizontal a partir de la 
cual se estimaron diferentes parámetros poblacionales. 
Tasa Neta de Reproducción: [(Ro): Σ (lx mx)], número promedio de progenie 
hembra capaz de ser producida por cada hembra de la población durante toda su vida. 
Tiempo generacional: [T= Σ (x lx mx)/ Ro], tiempo promedio entre dos 
generaciones sucesivas. 
Tasa intrínseca de crecimiento natural: (r = ln Ro/ T) capacidad de multiplicarse 
una población en el lapso de una generación.  
Tasa finita de multiplicación: (λ: e r) número de individuos que se agregan a la 
población por individuo y por unidad de tiempo.  
Donde lx y mx corresponden a la supervivencia específica por edad y a la 
fecundidad específica por edad, respectivamente. 
 
Preferencia alimenticia 
La preferencia alimenticia de las larvas de S. frugiperda y H. gelotopoeon se 
evaluó de la siguiente manera: se les ofreció simultáneamente hojas inoculadas con 
B. bassiana utilizando la técnica de aspersión, en las cuales se corroboró previamente 
que el hongo entomopatógeno se había establecido como endófito, y hojas no 
inoculadas (controles).  
Es importante mencionar que para evaluar la preferencia de S. frugiperda se 
utilizaron piezas de hojas de maíz de 6 x 3 cm y para evaluar la preferencia 
alimenticia de H. gelotopoeon se utilizaron discos de hojas de soja de 4 cm de 
diámetro. Dicha actividad se determinó mediante el método de libre elección (Ling et 
al. 2008; Napal et al. 2009), donde ambas piezas de hojas (tratadas y controles) 
fueron escaneadas (para determinar su área inicial) y colocadas dentro de una caja de 
Petri con el fondo cubierto de un papel de filtro húmedo (Magrini et al. 2015). Luego 
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se agregó una larva (L2) en el centro de cada caja, donde se las dejó durante 24 h 
(Figuras IV.5, 6). Se realizaron 3 repeticiones en el tiempo, de 30 individuos cada 
una, al final del ensayo los restos de hojas fueron escaneados nuevamente.  
El área total consumida se calculó mediante la diferencia entre el área inicial de 
la hoja y el área restante luego de la alimentación (Milanovic et al. 2014). Dichas 
áreas se calcularon utilizando el Software ImageJ (Bailer, 2006). 
 
 
 
Figura IV.5. Cajas de Petri con piezas de hojas de maíz con una larva de S. frugiperda 
 
 
Figura IV.6. Cajas de Petri con piezas de hojas de soja con una larva de H. gelotopoeon 
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Análisis de los datos 
El análisis de supervivencia y fecundidad y los parámetros poblaciones de cada 
cohorte fueron estimados de acuerdo a Chi (1988) usando el software TWOSEX-MS 
Chart (Chi, 2008). 
La duración de cada etapa (huevo, estadios larvales, pupa y adulto) de S. 
frugiperda y H. gelotopoeon, como así también la comparación de los aspectos 
reproductivos entre los diferentes tratamientos y el análisis de la prueba de 
preferencia se compararon mediante una test de t (p<0,05). Todos los datos se 
analizaron con el programa InfoStat (2004). 
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Resultados 
Aspectos biológicos y reproductivos de S. frugiperda 
En la Tabla IV.1 se registran los tiempos de desarrollo, la supervivencia y 
mortalidad de todos los estadios de dos cohortes de S. frugiperda (alimentadas con 
plantas de maíz inoculadas con B. bassiana y no inoculadas).  
De las cohortes originales eclosionó el 100% de los huevos y el periodo larval 
transcurrió por seis estadios de los cuales el segundo registró el mayor número de 
muertes, a partir de ese momento la mortalidad disminuyó hasta alcanzar el estado 
de pupa donde en ambas cohortes la mortalidad volvió a aumentar, alcanzando el 
estado adulto el 85% y el 65% de la población de los tratamientos controles y 
tratados respectivamente (Tabla IV.1). Es importante mencionar que los insectos 
muertos que fueron alimentados con plantas inoculadas, se esterilizaron 
superficialmente y luego se colocaron en cámara húmeda, observando la aparición de 
micosis (Figura IV.7) en el 65 % de los individuos. La identidad del entomopatógeno 
surgido a partir de los insectos muertos se confirmó por observación de las 
estructuras fúngicas bajo microscopio óptico. 
Al establecer comparaciones entre ambos tratamientos puede señalarse que la 
duración media de los estadios L2, L4, pupa y adulto así como también la duración del 
ciclo fue significativamente mayor en individuos alimentados con hojas de maíz sin 
inocular (control) que en tratadas (Tabla IV.1) marcando diferencias significativas 
(p<0,0001, p=0,0073, p<0,0001, p<0,0001 y p=0,0013 respectivamente). Al llegar 
al estado adulto la proporción de sexos fue de 1 hembra: 1,2 machos en el 
tratamiento control y de 1 hembra: 1,3 machos en S. frugiperda alimentada con maíz 
inoculado, mostrando un ligero predominio de machos sobre hembras. 
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Figura IV.7. Larvas de S. frugiperda infectadas con B. bassiana 
 
 
Tabla IV.1. Duración media en días, cantidad de individuos de edad x que se 
registran (nx), supervivencia específica por edad (lx), mortalidad de los diferentes 
estados de desarrollo (dx) de S. frugiperda alimentadas con maíz inoculado y no 
inoculado (control) con B. bassiana 
 Control  Tratado 
Etapas del ciclo de vida Duración nx lx dx  Duración nx lx dx 
Huevo 2,79 ± 0,40  a 100 1 0  2,7 ± 0,46   a 100 1 0 
L1 3,41 ± 0,81  a 100 1 3  3,43 ± 0,51 a 100 1 6 
L2 3,96 ± 0,65  a 97 0,96 4  3,21 ± 1,06  b 94 0,94 15 
L3 3,81 ± 0,87  a 93 0,93 3  3,35 ± 1,69  a 79 0,79 2 
L4 4,32 ± 1,37  a 90 0,9 1  3,65 ± 1,91  b  77 0,77 2 
L5 3,7 ± 1,27    a 89 0,89 0  3,69 ± 1,96  a 75 0,75 0 
L6 3 ± 1,16      a 89 0,89 0  3,62 ± 1,97  a 75 0,75 0 
Todos los estados larvales 22,2 ± 4,5    a 89 0,89 0  20,95 ± 8,2  a 75 0,75 0 
Pupa 8,66 ± 2,80  a 89 0,89 3  6,45 ± 1,34  b 75 0,75 10 
Adulto 7,2 ± 2,74    a 85 0,85 0  5,08 ± 3,56  b 65 0,65 0 
Duración de ciclo 40,85± 9,28  a     35,18±15,05 b    
Proporción de sexos H:M     1: 1,2         1:1,3    
Los valores seguidos por distinta letra dentro de una misma fila muestran diferencias 
significativas de acuerdo al test de t (p<0,05). 
 
 
Para los controles, el período de oviposición fue de 2,95 ± 0,51 días y durante 
este periodo una hembra puso en promedio 848,35 huevos, con un rango de 500 a 
1100 huevos (Figura IV.8). Mientras que para los insectos alimentados con plantas 
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tratadas el periodo de oviposición fue de 2,2 ± 0,89 días, depositando en promedio 
495,7 huevos con un rango de 343 a 865 huevos (Figura IV.8). 
 
 
Figura IV.8. Número de huevos en función del periodo de oviposición de S. frugiperda 
alimentadas con maíz inoculado con B. bassiana y no inoculado (control). 
 
La fertilidad fue de 92,60 ± 0,04 registrándose los valores más altos al tercer 
día de puesta y de 43,04 ± 0,41 registrándose los valores más altos el cuarto día de 
puesta para controles y tratadas respectivamente, mostrando diferencias significativas 
entre ambos tratamientos (p<0,0001) (Figura IV.9). 
 
 
Figura IV.9. Fertilidad (huevos eclosionados/huevos totales)*100 en función del periodo de 
oviposición de S. frugiperda alimentadas con maíz inoculado con B. bassiana y no inoculado 
(control). Las barras indican el error estándar de la media. 
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La supervivencia específica por edad (lx) y la fecundidad específica por edad 
(mx) de S. frugiperda se muestran en las Figuras IV.10, 11.  
Los efectos negativos de B. bassiana sobre S. frugiperda se pueden observar en 
la Figura IV.11 donde la curva de supervivencia por edad disminuyó marcadamente a 
los 5 y 25 días. 
La reproducción comenzó el día 37, alcanzando la tasa máxima de crecimiento 
poblacional durante el día 40 en insectos alimentados con plantas sin tratar (Figura 
IV.10), mientras que en insectos alimentados con plantas inoculadas la reproducción 
también comenzó el día 37 y alcanzó los picos poblacionales durante el día 42 (Figura 
IV.11). 
 
 
Figura IV.10. Curva de supervivencia (lx) y fecundidad (mx) de S. frugiperda, alimentada con 
maíz sin inocular en condiciones de laboratorio 
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Figura IV.11. Curva de supervivencia (lx) y fecundidad (mx) de S. frugiperda, alimentada con 
maíz inoculado en condiciones de laboratorio 
 
Parámetros poblacionales 
El tiempo generacional (T), la tasa intrínseca de crecimiento (r), la tasa finita de 
crecimiento (λ) y la tasa neta de reproducción (Ro) se muestran en la Tabla IV.2.  
 
 
Tabla IV.2. Parámetros poblaciones de S. frugiperda alimentadas con maíz tratado con B. 
bassianay no tratado (control). 
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Aspectos biológicos y reproductivos de H. gelotopoeon 
En la Tabla IV.3 se registran los tiempos de desarrollo, la supervivencia y 
mortalidad de todos los estadios de dos cohortes de H. gelotopoeon (alimentadas con 
plantas de soja inoculadas con B. bassiana y no inoculadas).  
De las cohortes originales eclosionó el 100% de los huevos y el periodo larval 
transcurrió por cinco estadios, de los cuales el segundo registró el mayor número de 
muertes. A partir de ese momento la mortalidad disminuyó hasta alcanzar el estado 
de pupa, donde en ambas cohortes la mortalidad volvió a aumentar, alcanzando el 
estado adulto el 87% y el 62% de la población de los tratamientos controles y 
tratados respectivamente (Tabla IV.3). De la misma manera que en S. frugiperda, se 
observa la aparición de micosis en el 50% de los individuos muertos que fueron 
alimentados con plantas inoculadas, después de ser colocados en cámara húmeda 
(Figura IV.12). 
Al establecer comparaciones entre ambos tratamientos puede señalarse que la 
duración media de los estadios L1, L2, L3, L4 y adulto, así como también la duración 
total del ciclo fue significativamente mayor en individuos alimentados con soja sin 
inocular (control) que en inoculados (Tabla IV.3) (p<0,0001 p=0,0201, p=0,0005, 
p=0,0162, p=0,0006 y p=0,0068 respectivamente). Al llegar al estado adulto, la 
proporción de sexos fue de 1 hembra: 1,05 machos en el tratamiento control y de 1 
hembra: 1,10 machos en H. gelotopoeon alimentada con soja inoculada, mostrando 
una relación similar entre machos y hembras. 
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Figura IV.12. Larvas de H. gelotopoeon infectadas con B. bassiana 
 
Tabla IV.3. Duración media en días, cantidad de individuos de edad x que se 
registran (nx), supervivencia específica por edad (lx), mortalidad de los diferentes 
estados de desarrollo (dx) de H. gelotopoeon alimentadas con soja inoculada con B. 
bassiana y no inoculada (control). 
 Control  Tratado 
Etapas del ciclo de vida Duración nx lx dx  Duración nx lx dx 
Huevo 5,42 ± 0,49   a 100 1 0  5 ± 0,50        a 100 1 0 
L1 3,83 ± 0,40   a 100 1 3  3,38 ± 0,48    b 100 1 4 
L2 4,83 ± 1,07   a 97 0,97 6  4,25 ± 1,25    b 96 0,96 18 
L3 4,59 ± 1,57   a 91 0,91 1  3,38 ± 1,63    b 80 0,78 2 
L4 4,14 ± 1,47   a 90 0,9 0  3,44 ± 1,67    b 78 0,76 0 
L5 3,59 ± 1,35   a 90 0,9 0  3,51 ± 1,75    a 78 0,76 0 
Todos los estados larvales 20,98 ± 5,15 a 90 0,9 0  17,96 ± 6,09  b 78 0,76 0 
Pupa 6,18 ± 2,47   a 90 0,9 3  8 ± 2,88        a 78 0,78 15 
Adulto 4,47 ± 1,82   a 87 0,87 0  3,44 ± 2,56    b 63 0,63 0 
Duración de ciclo 37,05 ± 8,93  a     32,85 ± 10,59 b    
Proporción de sexos H:M  1: 1,05     1: 1,10    
Los valores seguidos por distinta letra dentro de una misma fila muestra diferencias 
significativas  de acuerdo al test t (p<0,05). 
 
 
Para los controles, el período de oviposición fue de 2,7 ± 0,73 días y durante 
este periodo una hembra puso en promedio 743,45 huevos con un rango de 500 a 
1071 huevos (Figura IV.13). Mientras que para los insectos alimentados con plantas 
tratadas el periodo de oviposición fue de 1,95 ± 1,23 días, depositando en promedio 
460,7 huevos con un rango de 231 a 898 huevos (Figura IV.13). 
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Figura IV.13. Número de huevos en función del periodo de oviposición de H. gelotopoeon 
alimentadas con soja inoculada con B. bassiana y no inoculada (control). 
 
La fertilidad fue de 74,62 ± 0,32 y de 45,25 ± 0,40 registrándose los valores 
más altos el cuarto día de puesta para controles y tratadas respectivamente, 
mostrando diferencias significativas entre ambos tratamientos (p<0,0001) (Figura 
IV.14). 
 
 
Figura IV.14. Fertilidad (huevos eclosionados/huevos totales)*100 en función del periodo de 
oviposición de Helicoverpa gelotopoeon alimentadas con soja inoculado con B. bassiana y no 
inoculado (control). Las barras indican el error estándar de la media. 
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La supervivencia específica por edad (lx) y la fecundidad específica por edad 
(mx) de H. gelotopoeon se muestran en las Figuras IV.15, 16 respectivamente.  
La curva de supervivencia (lx) muestra un mayor descenso en los insectos 
alimentados con plantas de soja inoculadas con B. bassiana, produciéndose la muerte 
del último de los individuos 3 días antes que en el tratamiento control. 
La reproducción comenzó el día 37, se extendió por un periodo de una semana, 
alcanzando la tasa máxima de crecimiento poblacional durante el día 41 en insectos 
alimentados con plantas sin tratar (Figura IV.15). Por otra parte, los insectos 
alimentados con plantas inoculadas, además de mostrar tasas de fecundidad más 
bajas, su reproducción comenzó el día 36 extendiéndose por un periodo de 5 días y 
alcanzando los picos poblacionales durante el día 39 (Figura IV.16).  
 
 
 
Figura IV.15. Curva de supervivencia (lx) y fecundidad (mx) de H. gelotopoeon, alimentada 
con soja no inoculada en condiciones de laboratorio 
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Figura IV.16. Curva de supervivencia (lx) y fecundidad (mx) de H. gelotopoeon, alimentada 
con soja inoculada en condiciones de laboratorio 
 
Parámetros poblacionales 
El tiempo generacional (T), la tasa intrínseca de crecimiento (r), la tasa finita de 
crecimiento (λ) y la tasa neta de reproducción (Ro) se muestran en la Tabla IV.4.  
 
 
Tabla IV.4. Parámetros poblacionales de H. gelotopoeon alimentadas con soja tratada con B. 
bassiana y no tratada (control)  
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Preferencia alimenticia 
Los resultados mostraron diferencias significativas (p<0,0001) entre las plantas 
controles y las tratadas, demostrando que la presencia de B. bassiana como endófito, 
puede disminuir la preferencia, medida como el consumo de plantas de maíz y soja 
por parte de S. frugiperda y H. gelotopoeon respectivamente, consideradas las 
principales plagas de dichos cultivo (Figura IV.17, 18, 19, 20). 
 
 
 
Figura IV.17. Preferencia alimenticia de S. frugiperda alimentadas con maíz inoculado con B. 
bassiana y maíz sin inocular (control). 
 
 
Figura IV.18. Preferencia alimenticia de H. gelotopoeon alimentadas con soja inoculada con 
B. bassiana y soja sin inocular (control). 
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Figura IV.19. Preferencia alimenticia de S. frugiperda transcurridas 24 h. 
 
 
 
 
Figura IV.20. Preferencia alimenticia de H. gelotopoeon transcurridas 24 h. 
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Discusión 
En este capítulo se evaluó la preferencia alimenticia como así también los 
diferentes efectos de patogenicidad producidos por el aislamiento de B. bassiana LPSc 
1098 actuando como endófito sobre las principales especies de insectos plaga de los 
cultivos de maíz y soja. Los resultados mostraron que el hongo entomopatógeno B. 
bassiana afectó negativamente la supervivencia, la fecundidad, la fertilidad, la 
longevidad de adultos, la duración del ciclo de vida, el periodo de oviposición y la tasa 
neta de crecimiento (Ro) de las especies plagas (S. frugiperda y H. gelotopoeon), sin 
embargo los parámetros medidos de T, r y λ fueron similares para ambos 
tratamientos.  
Estos resultados coinciden con los obtenidos por Castillo López y Sword (2015) 
y Powell et al. (2009), quienes observaron que Helicoverpa zea Boddie (Lepidoptera: 
Noctuidae) alimentadas con plantas de algodón y tomate que presentaban al hongo 
entomopatógeno B. bassiana como endófito, sufrieron una reducción en la 
supervivencia de los primeros estadios larvales. Resultados similares fueron obtenidos 
por Jaber y Vidal (2010) quienes constataron una reducción de la tasa de 
supervivencia de H. armigera cuando fueron alimentadas con plantas de V. faba 
inoculadas con B. bassiana.  
En el presente estudio al igual que en los realizados por Powell et al. (2009) en 
larvas de H. zea, se observó la aparición de micosis en individuos muertos después de 
ser colocados en cámara húmeda, a diferencia de Castillo López y Sword (2015) y 
Jaber y Vidal (2010) quienes no detectaron dicha aparición y sostienen que la 
mortalidad de los insectos puede deberse a efectos indirectos producidos cuando el 
insecto consume la planta inoculada, incluyendo la producción de metabolitos 
secundarios o una respuesta sistémica inducida de defensa en la planta que le 
confiere resistencia a la alimentación de los insectos. 
Al igual que Akutse et al. (2013) se notó que la longevidad de los adultos de las 
diferentes especies de insectos disminuyó considerablemente cuando se alimentaban 
de plantas inoculadas.  
 En cuanto a la fecundidad y fertilidad se observó que hubo una reducción en 
ambos parámetros reproductivos en aquellos insectos alimentados con plantas 
tratadas, en comparación con los que lo hicieron con plantas controles. Resultados 
similares fueron obtenidos por Mutune et al. (2016) quienes hallaron una reducción en 
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la tasa de oviposición de Ophiomyia phaseoli (Tryon) (Diptera: Agromyzidae) 
alimentadas con plantas de P. vulgaris inoculadas con B. bassiana. Por otro lado, 
Akutse et al. (2013) observaron una reducción de la fertilidad en dípteros alimentados 
con V. faba y P. vulgaris que presentaban a B. bassiana como endófito. Estos 
resultados coinciden también con los obtenidos por Jaber y Vidal (2010) en H. 
armigera alimentadas con plantas de V. faba inoculadas con Acremonium strictum 
Gams (Hypocreales). A diferencia de Raps y Vidal (1998) que no detectaron 
diferencias significativas en la duración del ciclo de vida ni en la supervivencia de los 
adultos de Plutella xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae) alimentados con plantas de 
coliflor tratadas en comparación con plantas controles, en esta investigación se 
observó que en ambas especies de insectos alimentados con plantas tratadas, la 
proporción de sexos (M:H) fue mayor y el ciclo de vida fue más corto, indicando que 
la cantidad de días que permanecían en cada estadio larval y la longevidad de los 
adultos resultó ser inferior a los insectos alimentados con plantas control, de igual 
forma que Akutse et al. (2013) en dípteros y Thakur et al. (2013) en Spodoptera 
litura F. (Lepidoptera: Noctuidae) sobre plantas de coliflor. 
Por otro lado, Akello y Sikora (2012) indicaron una reducción en el crecimiento 
de la población de áfidos alimentados con V. faba inoculadas con B. bassiana, 
mientras que en el presente trabajo se encontraron distintos valores solamente en la 
tasa neta de crecimiento (Ro), siendo menor en los insectos alimentados con plantas 
tratadas.  
En cuanto a la preferencia alimenticia, S. frugiperda y H. gelotopoeon 
disminuyeron la preferencia de las plantas que presentaban a B. bassiana como 
endófito en comparación con las plantas control. Resultados similares fueron 
obtenidos por Castillo López y Sword (2015) en H. zea alimentadas con plantas de 
algodón inoculadas con B. bassiana.  
De esta manera podemos concluir que el hongo entomopatógenos B. bassiana 
actuando como endófito en plantas de maíz y soja, tiene el potencial para proteger a 
las plantas contra la acción de estas dos especies de insectos plaga, disminuyendo su 
preferencia y su consumo, evitando además la capacidad de dichas especies plagas de 
aumentar su población por disminución del número de individuos a causa de la ingesta 
de plantas inoculadas con B. bassiana. 
 
 - 147 - 
Conclusiones generales y 
perspectivas futuras 
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Conclusiones generales 
Treinta y cuatro taxa agrupados en 1601 aislamientos fúngicos fueron 
identificados a partir de siete variedades de maíz. De los 19 géneros y 15 especies 
que pudieron identificarse, los más relevantes por su abundancia fueron Arthrinium 
sp., F. graminearum, F. proliferatum y P. rubrum. Treinta y seis taxa agrupados en 
3992 aislamientos fúngicos fueron identificados a partir de siete variedades de soja. 
De los 20 géneros y 16 especies que pudieron identificarse, los más relevantes por su 
abundancia fueron A. terreus, Fusarium sp. 15, Fusarium sp. 17, M. phaseolina y P. 
rubrum. 
 
Las catorce cepas de B. bassiana inoculadas en maíz y soja mediante las 
técnicas de aspersión en hoja, inmersión de semilla e inmersión de raíz se asociaron 
endofíticamente con las plantas. Mientras que la cepa de M. anisopliae y M. robertsii 
solo se asociaron a las plantas mediante las técnicas de aspersión en hoja e inmersión 
de raíz. 
Las tres cepas de L. lecanii y la cepa de T. cylindrosporum no fueron eficientes 
en establecerse como endófitos en las mismas plantas empleando las mismas técnicas 
de inoculación.  
 
La cepa de B. bassiana (LPSc 1098) favoreció el crecimiento y el rendimiento de 
las plantas de maíz y soja, en condiciones de campo. 
 
B. bassiana aumentó el poder germinativo de semillas obtenidas a partir de las 
plantas de soja inoculadas previamente, mientras que en maíz disminuyó el poder 
germinativo de semillas obtenidas a partir de las plantas inoculadas previamente. 
 
Los aislamientos de B. bassiana evaluados en este estudio no fueron capaces de 
transmitirse verticalmente ni en maíz ni en soja.  
 
Los insectos plaga de maíz S. frugiperda y de soja H. gelotopoeon no mostraron 
preferencia alimenticia por las hojas de plantas incoculadas con B. bassiana. 
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La presencia de B. bassiana como endófito en las plantas estudiadas, afectó 
negativamente la supervivencia, la fecundidad y la fertilidad de S. frugiperda y H. 
gelotopoeon.   
B. bassiana inoculada como endófito en maíz y soja no ocasionó síntomas de 
enfermedad en las plantas, las cuales se mantuvieron asintomáticas durante su 
crecimiento.  
 
Las plantas que presentaron a B. bassiana como endófito mostraron mayor 
crecimiento, mayor rendimiento y aumento la resistencia frente al ataque de los 
insectos plagas S. frugiperda y H. gelotopoeon.     
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Perspectivas futuras 
A fines de complementar y continuar el estudio de la línea de investigación 
abordada en este trabajo de tesis doctoral, se propone tener en cuenta los siguientes 
puntos: 
 
Evaluar mediante diferentes técnicas de tinción y microscopía el recorrido y 
alojamiento de los hongos entomopatógenos dentro de la planta. 
 
Profundizar en la ecología de los hongos endófitos aislados de las plantas de 
maíz y soja, con el fin de evaluar si dichos aislamientos pueden actuar contra insectos 
plaga o microorganismos patógenos. 
 
Realizar ensayos in vitro para evaluar el potencial antagónico de B. bassiana 
para controlar diferentes especies de hongos patógenos aislados como endófitos en 
plantas de maíz y soja. 
 
Determinar en condiciones de laboratorio las causas por las cuales B. bassiana 
promovió el crecimiento en ambas especies de plantas, evaluando la capacidad de 
dicho hongo entomopatógeno de producir diferentes promotores de crecimiento.  
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Discusión general 
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Discusión general 
Como inicio de esta investigación se determinó la composición de comunidades 
fúngicas endófitas en raíces, tallos y hojas de siete variedades de maíz (Z. mays) y 
siete variedades de soja (G. max) de zonas ubicadas en la Región Pampeana 
Argentina. Se encontró que ciertas especies sólo pudieron ser aisladas de 
determinadas variedades de plantas. En maíz, las especies Fusarium sp. 11 y T. 
harzianun sólo fueron aisladas de la variedad NK900 y Fusarium sp. 7 de la variedad 
DK699; mientras que en soja la especie Alternaria sp. sólo pudo ser aislada de la 
variedad DM4913, B. tetramera de la variedad DM4670, Nigrospora sp. de la variedad 
DM4210 y S. brevicaulis de la variedad DM3810. De este modo, al igual que Fisher et 
al. (1992), Pimentel et al. (2006), Implullitti y Malvick (2013), Nur (2013) y 
Fernandes et al. (2015), se reveló una tendencia en algunas especies fúngicas para 
colonizar determinadas variedades de plantas. 
Además, se observó que el mayor número de aislamientos y el mayor número 
de especies fúngicas se obtuvieron a partir de los tallos. Pimentel et al. (2006) 
arribaron a idénticos resultados analizando plantas de soja. 
 
Fernandes et al. (2015) encontraron que las especies de hongos endófitos 
detectadas en las plantas pueden estar influenciadas por varios factores (tipo de 
órgano de la muestra, las variedades, el clima en el que crecieron las plantas, si las 
plantas se cultivaron en un monocultivo o policultivo, edad de la planta, la historia de 
cultivos del campo, el estado nutricional y la cantidad de agua de la planta), haciendo 
a veces difícil establecer una relación directa entre los hongos aislados y los descriptos 
en otros estudios.  
 
Por otro lado se evaluó la capacidad de los hongos entomopatógenos B. 
bassiana, M. anisopliae, M. robertsii, L. lecanii y T. cylindrosporum de establecerse en 
plantas de maíz y soja mediante diferentes técnicas de inoculación (aspersión en hoja, 
inmersión de raíz e inmersión de semilla). Al comparar las distintas técnicas de 
inoculación se encontró en primer lugar que M. anisopliae, M. robertsii y todas las 
cepas de B. bassiana probadas, pudieron permanecer en las plantas luego de la 
inoculación, siendo la técnica de aspersión la más eficiente en introducir a las distintas 
especies de hongos entomopatógenos. Resultados similares fueron observados en 
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otras especies de plantas (Quesada-Moraga et al. 2006, Tefera y Vidal, 2009, 
Gurulingappa et al. 2010 y Parsa et al. 2013), además tanto este resultado como los 
resultados obtenidos por parte de los autores anteriormente mencionados 
demostraron que con dicha técnica el mayor porcentaje de reaislamiento se daba en 
las hojas. Por su parte, Brownbridge et al. (2012), Akutse et al. (2013), Landa et al. 
(2013), Quesada-Moraga et al. (2014 b) y Jaber y Enkerli (2016) observaron que la 
inoculación a través de las semillas fue la técnica con la que obtuvieron mejores 
resultados. 
Por otro lado, se observó que a medida que transcurrió el tiempo luego de la 
inoculación, el porcentaje de reaislamiento fue disminuyendo encontrando las 
menores frecuencias de colonización a los 28 días posteriores a la inoculación. 
Similares resultados fueron observados por Jaber y Enkerli (2016) en plantas de V. 
faba, mientras que en otros estudios observaron que B. bassiana puede permanecer 
hasta ocho meses en plantas de café (Posada et al. 2007) y nueve meses en plantas 
de pino (Brownbridge et al. 2012).  
Como ya se mencionó anteriormente, tanto las especies de Metarhizium como 
todas las cepas de B. bassiana fueron capaces de establecerse dentro de las plantas, 
destacando que la cepa LPSc 1098 de B. bassiana fue la más exitosa. 
  
Una vez determinada la técnica más eficiente y el aislamiento fúngico que con 
mayor frecuencia se pudo aislar de las plantas tratadas bajo condiciones de 
laboratorio, se evaluó si dicho aislamiento produjo algún efecto (positivo o negativo) 
en el crecimiento y el rendimiento de las plantas. En las plantas de maíz y soja 
inoculadas con B. bassiana LPSc 1098 mediante la técnica de aspersión, se encontró 
que el hongo entomopatógeno promovió el crecimiento vegetal. Resultados similares 
fueron observados por Ownley et al. (2004), Griffin et al. (2005), Posada y Vega 
(2006), Ownley et al. (2008), Gurulingappa et al. (2010), Castillo López y Sword 
(2015) y Greenfield et al. (2016) en distintas especies de plantas, pero no concuerdan 
con los resultados obtenidos por Lewis et al. (2002) y Tefera y Vidal (2009) que no 
observaron diferencias en el crecimiento de las plantas. De igual modo en este 
estudio, el rendimiento de las plantas fue mayor en aquellas que presentaban a B. 
bassiana como endófito, similares resultados fueron observados por Kabaluk y 
Ericsson (2007). 
  
Luego, se evaluó la preferencia alimenticia y los efectos patogénicos sobre los 
principales insectos plaga de los cultivos de maíz y soja que presentaban al hongo 
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entomopatógeno B. bassiana como endófito. Se observaron efectos negativos en la 
supervivencia, fecundidad, fertilidad y en todo el ciclo de vida de los insectos plaga S. 
frugiperda y H. gelotopoeon cuando fueron alimentadas con plantas que presentaban 
a B. bassiana como endófito. 
Cuando se evaluó el consumo y la preferencia alimenticia de dichas plagas, 
ambas especies de insectos disminuyeron la preferencia por aquellas plantas que 
presentaban a B. bassiana como endófito en comparación con las plantas control. 
Resultados similares fueron obtenidos por Castillo López y Sword (2015) en H. zea 
alimentadas con plantas de algodón inoculadas con B. bassiana. 
  
Por último, los resultados obtenidos durante la realización del presente trabajo 
de tesis doctoral, mostraron que las plantas de maíz y soja tratadas con hongos 
entomopatógenos, se mantuvieron asintomáticas y sin mostrar ningún tipo de indicio 
de enfermedad durante todo el periodo de estudio. Además se observó que 
independientemente del punto de entrada en la planta y de la técnica de inoculación 
aplicada, el hongo puede aislarse de los diferentes tejidos de las plantas, indicando 
que los distintos aislamientos fúngicos utilizados pueden moverse dentro de ellas, 
produciéndose de esta manera la colonización endofítica de manera sistémica 
(Wagner y Lewis et al. 2000; Quesada-Moraga et al. 2006; Gurulingappa et al. 2010; 
Greenfield et al. 2016). 
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Cría de Lepidópteros 
Dieta de larvas 
S. frugiperda 
 
Agar-agar      20g 
Harina de soja     75g 
Germen de trigo     17,5g 
Levadura de Cerveza    15g 
Metilparabeno (Nipagín®)   1g 
Ácido ascórbico     3g 
Ácido sórbico     0,1g 
Formol      1ml 
Complejo vitamínico (Vandermix®)  4g 
Streptomicina     0,5g 
Agua destilada     500ml 
 
 
Calentar el agua destilada a 95°C, agregar el agar disuelto previamente en 
agua destilada; calentar nuevamente a 95°C. Luego agregar los ingredientes menos el 
antibiótico, el fungicida y las vitaminas y batir hasta que se forme una mezcla 
homogénea. Dejar en enfriar hasta 60°C y finalmente agregar el resto de los 
ingredientes y homogeneizar. 
 
H. gelotopoeon 
Harina de poroto     250g 
Levadura de cerveza    50g 
Metilparabeno (Nipagín®)           6g                 
Ácido ascórbico     7g 
Ácido sórbico     2g 
Streptomicina     2g 
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Formaldehido     2cm3 
Complejo vitamínico (Vandermix®)  4g 
Agar       20g 
Agua destilada     800ml 
 
 
Calentar el agua destilada a 95°C, agregar el agar disuelto previamente en 
agua destilada, dejar enfriar hasta 70 °C, añadir el formaldehido y posteriormente los 
productos sólidos previamente mezclados. Batir hasta que la temperatura descienda a 
60°C, aplicar el resto de los ingredientes y batir hasta lograr una mezcla homogénea. 
 
Dieta de adultos 
Miel                                                             1g 
Acido ascórbico                                             0,1g 
Azúcar                                                         6g 
Agua                                                           100ml 
 
Esterilización de pupas 
Hipoclorito de sodio (55g/L): agua (proporción 1:6) 
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